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Etudiant expérimentalement depuis plusieurs années les 
effets des injections de BCG (1) sur lorganisme tuberculeux, 
il nous a paru naturellement désirable de continuer nos expé- 
riences sur des animaux se rapprochant biologiquement de 
homme. 

Grace 4lobligeance de l’administration du Jardin Zoologique 
de Leningrad, nous avons eu la possibilité de faire nos essais 
sur plusieurs singes atteints spontanément de tuberculose, ce 
qui arrive trés souvent dans nos conditions climatériques. Pour 
des raisons faciles & comprendre, nos expériences n’ont pu 
porter que sur un petit nombre d’animaux; nous avons donc 
ainsi disposé de 5 singes. Nous n’avons pas fait d’épreuves 
vérificatrices quanta l’innocuité du BCG sur les singes, estimant 
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qu'il existe suffisamment de données dans la littérature a ce 
sujet (Calmette, Wilbert, Kraus, Mouquet, A. S. Griffith, etc.). 

Le premier, « Abrachka » (un drill male), nous est parvenu 
déja trés malade et a succombé trés vite. Il nous a servi 4 
étudier les effets de la tuberculose chez les singes. A l’autopsie 
nous avons constaté une pneumonie caséeuse totale du poumon 
droit et une tuberculose caséeuse trés nelle de tous les gan- 
elions lymphatiques du médiastin. L’aspect général rappelait 
la tuberculose humaine de |’enfance. 

Le second singe, « Zina » (une femelle drill), contaminé 
par le singe précédent par cohabitation dans une méme cage 
pendant un an, nous est également parvenu en trés mauvais 
état pour nos essais. Cliniquement ce singe présentait de la 
toux, de la dyspnée, des frissons le soir, de l’apathie, un mau- 
vais appétit. Nous lui avons inoculé sous la peau 1/50 de milli- 
gramme de BCG. Nous n’avons observé aucune réaction au 
point d’inoculation, mais il était difficile de faire des observa- 
tions en cage sur cet animal trés sauvage. Vers le soir, aprés 
Vinoculation, son état a empiré, le singe se déplagait a peine, 
restant plutot couché. Le lendemain, Je tableau clinique était 
le méme qu’avant linjection. L’animal a succombé deux 
semaines plus lard, avec tous les symptémes d’une pneumonie 
caséeuse, avec tuberculose miliaire du foie, de la rate et des 
reins. Dansce cas, |’inoculation unique du BCG n’a pu influencer 
en aucune maniére le cours ni le terme du processus. On devait 
s'y atlendre en raison de la gravité de la maladie. En tout cas 
nous n’avons pas constalé d’aggravation. 

Comparant ces deux faits avec nos expériences précédentes 
sur les lapins et les cobayes, nous pouvons conclure que l’in- 
troduction du BCG dans un organisme tuberculeux est inoffen- 
sive. L’absence de réaction au point d’inoculation s’explique 
peut-étre par l’extréme état de cachexie du singe. 

Le troisiéme singe, « Maroussia » (femelle drill), a cohabité 
dans une méme cage pendant presque un an avec un mile 
babouin mort de tuberculose. Comme symptémes cliniques, 
nous avons observé de l’apathie, un mauvais appélil, de la 
toux, ce quia été mis sur le compte de la tuberculose. 

Nous n’avons observé aucune réaction aprés une premiare 
injection de BCG de 1/50 de milligramme sous la peau. Peu 
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aprés, le singe se remettait et une deuxiéme injection a dose 
égale lui était faite. Cette fois-ci nous avons noté pendant deux 
jours une certaine aggravation de l'état général, puis tout est 
rentré dans l’ordre. Une troisiéme injection faite quatre mois 
plus tard a provoqué l’apparition de taches rouges sur la peau 
de la poitrine et un frisson quatre heures aprés. Pendant les 
deux jours suivants, nous avons observé une certaine apathie. 
Un mois aprés, rechute avec terminaison mortelle en huit jours. 
A lautopsie nous n’avons trouvé aucun signe de tuberculose. 
La mort avait été causée par une colite ulcéreuse compliquée 
de pneumonie muco-purulente. On trouve signalés dans la lit- 
térature des cas de maladies spontanées auxquelles a <6té 
attribuée une recrudescence de la virulence du BCG (Hor- 
maéche), et cependant, en fait, on n’a jamais observé de modi- 
fications queleonques dues & !’effet du BCG, pas plus qu’a la 
recrudescence de sa virulence, ainsi qu’en témoignent les 
publications de beaucoup d’autres auteurs (Pierre Mauriac et 
C. Aubertin, A. Saenz, etc.). 

Le quatriéme singe, « Marguerite » (femelle cercopithéque), 
nous avait été remis par le Jardin Zoologique comme suspect 
de tuberculose, qui puraissait se traduire cliniquement par une 
toux légére, des frissons le soir, une certaine apathie, un mau- 
vais appétit. Nous avons observé étroitement ce singe durant 
quatre cent soixante-dix-sept jours. Pendant trois cent trente- 
huit jours il a recu 10 injections de BCG & intervalles d’un 
mois, & la dose de 1/500 de milligramme sous la peau. Pendant 
tout le cours de nos observations, |’état de animal est resté en 
général satisfaisant, avec certaines oscillations dépendant de 
la saison et des conditions alimentaires. Les symptomes visibles 
de la maladie n’apparurent qu'un mois et demi environ avant 
la mort, se manifestant cliniquement par de la bronchite (toux 
et, 2 l’auscultation, respiration rude, rales secs et crépitants), 
de Ja pneumonie avancée, de la dyspnée, de la toux, de la cya- 
nose. Aucune réaction forte de température. Durant les cing 
premiers mois, le poids de l’animal augmenta, puis il a 
diminué peu 4 peu et a sa mort la perte de poids était d’environ 
500 grammes (c’est-a-dire 27 p. 100 de son poids normal). La 
radicgraphie, faite deux mois et demi avant la mort, montrait 
des foyers disséminés dans les poumons, donnant le droit de 
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suspecter la présence d’un processus tuberculeux. Le vaccin 
BCG avait été introduit sous la peau des membres inférieurs 
aux doses de 1/500 de milligramme. Les vaccinations ont com- 
mencé & étre faites onze mois avant la mort, a des intervalles 
d’un mois environ, de telle sorte que l’animal a regu en tout 
{0 injections. Au point d’inoculation, nous n’avons observé 
aucune modification, sauf une seule fois une légére infiltration 
vite résorbée. Aprés les injections, pendant deux & cing jours, 
nous avons noté une dépression trés prononcée, mauvais 
appétit, un frisson dans les deux ou quatre heures et une légére 
élévalion de température. 

Les épreuves tuberculiniques, répétées avec des concentra- 
tions différentes en ophtalmo, cuti et intradermo, sont restées 
négatives avant et aprés les inoculations. 

A Vautopsie de ce singe nous avons trouvé un amaigrisse- 
ment trés marqué, de l’hyperplasie des ganglions lymphatiques 
et des phénoménes de pneumonie catarrhale. Pas d’altérations 
tuberculeuses, ni macroscopiques, ni microscopiques. 

Ici également, les injections répélées de BCG se sont 
montrées inoffensives. Etcomme nous l’avons déja indiqué dans 
les cas précédents, ni les injections répétées, ni les maladies 
survenues fortuitement et spontanément n’ont, d’aucune ma- 
niére, accru la virulenee du vaccin. 

Les mauvaises conditions vitales marquées par un amaigris- 
sement progressif avant la mort n’ont pas davantage influencé 
les propriétés hiologiques du vaccin. 

Le dernier singe, « Pierre » (male cercopithéque), nous a été 
également remis par le Jardin Zoologique comme étant atteint 
de tuberculose. Comme symptomes cliniques il présentait une 
légére toux, de la dépression et un mauvais appétit. 

Nous avons gardé ce singe en observation pendant six cent 
vingt-sept jours. Durant les cing cent vingt-neuf derniers jours, 
il arecu 13 injections de BCG. Pendant tout ce temps il a fait des 
phénoménes d’emphyséme et de bronchite, avec toux, dyspnée 
et légere cyanose. Faibles oscillations thermiques. Pendant la 
premiére année, le poids de l’animal s'est maintenu & peu pres 
le méme, puis il a commencé & baisser et est tombé jusqu’a 
700 grammes (26 p. 100 de son poids normal) le jour de sa mort. 

La radiographie prise onze mois avant la mort montrait de 
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lemphyséme & la base des poumons et de la péribronchite. Les 
injections de BCG faites aux mémes doses, & des intervalles 
semblables & ceux des cas précédents, ont été accompagnées 
des mémes manifestations. Les réactions & la tuberculine ont 
été également négatives avant et aprés la vaccination. 

Deux semaines aprés la 13°" injection de BUG, le singe fut 
infecté avec une culture virulente de tuberculose (7. humanus) 
par inoculation, sous la peau du membre inférieur, d’une dose 
de 1/100.000° de milligramme. Nous n’avons observé aucune 
réaction, ni locale, ni générale. 

Au soixante-dix-neuviéme jour aprés l’infectiop nous avons 
été obligés (a cause de difficultés techniques) de terminer nos 
observations et l’animal fut sacrifié par chloroformisation. Voici 
les résultats de son autopsie : 

Macroscopiquement, l’amaigrissement mis & part, aucune 
modification. 

Microscopiquement, hyperplasie des follicules lymphatiques, 
des ganglions lymphatiques, de la rate et du trajet des bronches 
aux poumons. 

Aucun signe de tuberculose ni de péribronchite. 

Dans ce cas également les injections répétées de BCG ont 
montré leur parfaite innocuilé et n’ont pas augmenté la viru- 
lence du vaccin; bien au contraire, elles ont accru la résistance 
de l’organisme contre l’infection virulente d’épreuve, et cela, 
malgré des difficultés croissantes d’entretien et d’alimentation. 
L’animal n’a subi qu’une déperdition, d’ailleurs notable, de 
poids. 


CONCLUSIONS. 


1° Les vaccinations BCG répétées chez les singes sont abso- 


lument inoffensives. 

2° Elles conférent une augmentation nette de résistance aux 
infections virulentes ultérieurement réalisées. 

3° Les vaccinations répétées, les maladies spontanées, les 
mauvaises conditions d’alimentation n’accroissent pas la viru- 
lence du BCG. 

4° L’emploi du BCG chez les singes tuberculeux n’exerce 
aucune action nuisible sur l|’évolution du processus tubercu- 


leux virulent. 


CONTRIBUTION 
A VETUDE DU DIAGNOSTIC BACTERIOLOGIQUE 
DE LA DIPHTERIE 


par E. PIASECKA-ZEYLAND. 


(Institut de Microbiologie médicale , 
Directeur Professeur L. Pantewski, Université de Poznan, 
Pologne. ) 


Depuis la découverte, faite en 1884 par Loffler, des bacilles 
diphtériques et de leur culture sur sérum coagulé, on se sert 
de cette méthode de diagnostic dans les laboratoires bactério- 
logiques du monde eutier. Pendant les cinquante derniéres 
années ona vu surgir de nombreuses propositions ayant pour 
objet de remplacer ce milieu par un autre supposé meilleur, 
mais le résultat de ces essais n’a pas été satisfaisant. Les plus 
encourageants d’entre eux ont été ceux qui utilisérent des 
milieux aux sels de tellure. Conradi et Troch furent les pre- 
miers & préconiser un tel milieu pour le diagnostic de la 
diphtérie (1912). ll ne s’est pas montré plus favorable que le 
sérum de beeuf coagulé; mais, depuis lors, on a’ multiplié les 
tentatives a effet d’obtenir un milieu aux sels de tellure qui 
fat électif pour le bacille diphtérique (Douglas, Pergola, Siera- 
kowski et d’autres auteurs). 

Des le début de mes recherches sur le bacille de la diphtérie, 
jai souffert de la difficulté qu’offrait la méthode diagnostique 
de ce bacille qui employait le milieu de Loffler pour la culture 
& partir des prélévements. Une des qualités qui fait préférer 
cette méthode est le bref délai dans lequel le diagnostic peut 
étre établi: six 4 vingt-quatre heures. Mais ce qu’on gagne 
en rapidité, on le perd en certitude, le principe du diagnostic 
de la diphtérie étant basé sur ce fait d’observation qu'il n'y a 
pas dans la bouche, pendant la période de l’angine, d’autres 
Corynebacterium ayant des granulations métachromatiques et 
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prenant le Gram. La constatation desdits bacilles dans la cul- 
ture traduit le résultat positif du diagnostic bactériologique 
de la diphtérie. Le diagnostic chez les porteurs est plus diffi- 
cile. Chez les personnes saines on peut trouver des bacilles 
pseudo -diphtériques morphologiquement identiques aux 
bacilles diphtériques. Le diagnostic précoce & partir des pré- 
lévements du nez ou d’autres muqueuses a une valeur encore 
moindre. 

La séparation des bacilles diphtériques en culture pure, pour 
mieux observer leurs qualités, n’est pas toujours facile et elle 
peut étre parfois impossible si l’on part de la culture mixte faite 
sur le milieu de Léffler au moyen d’une fausse membrane. 

Je me suis alors reportée aux milieux contenant des sels de 
tellure, milieux qui suppriment la croissance d’autres bactéries 
et mettent particuli¢rement en évidence les colonies de bacilles 
diphtériques. 

Un milieu qui m’a paru intéressant était la « gélose cho- 
colat », proposée par quatre savants anglais: Anderson, Hap- 
pold, Mc Leod et Thomson (1), gélose a base de bouillon non 
chauffé au-dessus de 75° C. et stérilisé au moyen de la filtra- 
tion, additionné de sang de beeuf chauffé (d’ot provient sa 
couleur chocolat), contenant 0,04 p. 100 de tellurate de potasse 
(K?TeO,). Les colonies de bacilles diphtériques, sur ce milieu, 
ont un aspect caractéristique et les colonies d’autres bactéries 
y croissent difficilement. On peut rejeter les boites de Petri 
« négatives » sams examen microscopique. En utilisant ce 
milieu pour le diagnostic, les auteurs ont obtenu 8,7 p. 100 de 
résultats positifs en plus que sur le milieu de Léffler. En 
outre, ils ont constaté deux différents types de colonies, dont 
Vun (Bacillus diphtherie gravis) provient de cas de diphtérie 
graves et l'autre (Bac. diphtherte mitis) provient de cas légers. 
La constatation de ces types serait donc importante pour la 
sérothérapie, car dans les cas du Bacellus gravis on devrait 
donner de plus fortes doses de sérum. 

Jai fait sur ce milieu plus de 300 cultures, en me servant 
des écouvillons avec du mucus pharyngé ensemencé au 
préalable sur le milieu de Léffler. J’ai constaté l’électivité de 


(1) Journ. Path. and Bact., 34, p. 667. 
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la « gélose chocolat ». En examinant les types de colonies, j'ai 
corstalé que toutes les souches dont j’ai obtenu des cultures 
présentaient le type « gravis ». 68 de ces colonies, réensemen- 
cées sur bouillon, se sont également développées selon le type 
« gravis » (dépot de petits grumeaux, voile a la surface). J'ai 
étudié, en plus, les propriétés hémolytiques de ces souches, au 
moyen de la méthode de Hammerschmidt (on méle 4 cent. 
cube d’une culture sur bouillon, de quarante-huit heures, avec 
{ cent. cube d’émulsion d’hématies humaines lavées; on porte 
a l’étuve pendant deux heures, puis a la glaciére jusqu’au 
deuxiéme jour). 48 de mes souches n'ont pas provoqué l’hémo- 
lyse et 5 seulement ont faiblement hémolysé. 

L’absence du type « milis » parmi mes cultures ne doit pas 
surprendre, car, en général, les auteurs attribuent toujours 
aux bacilles diphtériques typiques le caractére « rough » (le R 
serait identique 4 « gravis »), parfois seulement ils men- 
tionnent que, rarement, on rencontre des souches qui troublent 
uniformément le bouillon (« S »). La multiplicité des types S 
trouvés a Leeds par les auteurs anglais est plut6t surprenante. 

Les données épidémiologiques témoignent cependant que le 
type Rn’est pas l’expression d'une maladie grave: & Poznan, 
pendant ces derniéres années (4 partir de 1928) la morbidité 
diphtérique a augmenté, mais la mortalité est restée la méme 
(10-20 p. 100). 

Les résultats de mes cultures sur la « gélose chocolat » sont 
les suivants: ’ 

1° La « gélose chocolat » est un milieu dont la préparation 
n’est pas trés difficile, mais elle doit étre faite par un per- 
sonnel spécialement qualifié. C'est un milieu assez cher, qui 
ne peut servir aux analyses courantes dans un institut qui les 
fait gratuitement. 

2° L’aspect caractéristique des colonies du B. diphtherie 
gravis ne joue pas un role spécial dans nos conditions, car 
toutes les colonies cultivées par moi avaient les qualités du type 
« gravis ». 


* 
x * 


En voulant chercher une meilleure méthode de diagnostic 
bactériologique de la diphtérie j'ai été obligée d’employer un 
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autre milieu. Dans le méme temps, Clauberg perfectionnait 
soa milieu électif pour le bacille diphtérique et il a obtenu, 
sur son milieu, 20 p. 100 de résultats positifs en plus que sur le 
sérum coagulé. 

La formule du milieu de Clauberg (4) est la suivante : 

On prépare : 

1° Un mélange du sang de beeuf avec de l’eau 1 : 2; 

2° De la gélose glycérinée avec du sang selon Catani: 
mélange 2 parties de sang de mouton avec 1 partie de glycé- 
rine, le tout porté a la glaciére. Aprés six & huit semaines on 
ajoule 5 p. 100 de ce mélange & la gélose nutritive a 3 p. 100 
(ph 7,5) & la température de 45-50° C a parties égales de 
mélange 1 et de gélose 2 récemment préparée, on ajoute a la 
température de 45-50° C 4 parties pour 100 de tellurate de 
potasse (K*TeO,) dans l'eau distillée (1 p. 100). On mélange le 
tout et on répartit en boites de Petri. 

Ce milieu n’est pas beaucoup plus cofteux que le sérum de 
beeuf coagulé. Sa préparation est moins laborieuse que celle de 
la « gélose chocolat » ; en outre, il est transparent. 

J’ai commencé a ensemencer sur milieu de Clauberg le 
mucus pharyngé et nasal des écouvillons envoyés a notre 
Institut par les médecins, en méme temps que sur le milieu de 
Léffler. Les premiers essais ont donné des résultats si encou- 
rageants que }’en ai fait 800. De leur cété, Tempé (2) en France, 
Himmelweit (3), Weigmann et Degn (4) en Allemagne, Tallo (5) 
en Italie, ont étudié ce milieu et l’ont trouvé bon. 

Sur le milieu de Clauberg au bout de quinze 4 vingt-quatre 
heures de séjour a l’étuve des bacilles diphtériques donnent des 
colonies de couleur grise de 1 & 2 millimétres de diamétre. 
Vues & la loupe, elles ont les bords dentelés (type R). Touchées 
avec une anse de platine, ces colonies sont assez dures. Les 
colonies des bacilles pseudo-diphtériques sont souvent plus 
petites (a exception d’un type qui donne dans le méme temps 
des colonies qui ont 3 millimétres de diamétre); elles sont 


(A) Zentralbl. Bakt. I. Orig., 120, p. 324. 
(2) C. R. Soc. Biol., 104, p. 1339. 

(3) Zentralbl. Bakt. I. Orig., 126, p. 152. 
(4) Zentralbl. Bakt. I. Orig., 125, p. 374. 
(5) Giorn. Batter, 6. 
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complétement rondes, ont un aspect muqueux ; elles sont 
molles. Bien entendu, l’aspect des bacilles colorés, vus au 
microscope, est décisif, mais on peut estimer comme étant 
«négatives », sil’on se base seulement sur leur aspect macro- 
scopique, les boites de Petri sur lesquelles rien n’a poussé, ou 
sur lesquelles ont poussé des colonies a peine visibles, trés 
claires ou complétement noires. Il va de soi que l’habileté qu’on 
acquiére en étudiant plusieurs centaines de cultures joue ici un 
grand role. 

J'ai coloré les préparations de bacilles supposés diphtériques 
d’aprés deux méthodes : Gram et Neisser. Aprés avoir coloré 
environ 300 préparations d’aprés la méthode de Gram, je me 
suis convaincu que les Corynebacter1um qui poussent en 
colonies grises prennent toujours le Gram; mais j’estime que 
ce mode de diagnostic n’est pas nécessaire si l’on se sert du 
milieu de Clauberg. I] vaut mieux colorer la deuxiéme prépa- 
ration daprés une méthode plus simple, celle de Roux ou de 
Loffler, qui facilile l'appréciation de la forme bactérienne. 

Quant 4 la méthode de Neisser, Je pense que nous avons 
surestimé la valeur diagnostique des corpuscules métachroma- 
tiques, si joliment mis en évidence au moyen de cette méthode. 
Sur mes 200 derniers ensemencements, 12 fois les colonies 
typiques ont poussé, composées de bacilles morphologique- 
ment identiques & ceux de la diphtérie, mais dépourvues de 
granulations métachromatiques. Toutes ces souches ont fait 
fermenter les sucres selon le mode caractéristique pour les 
bacilles diphtériques, et 8 d’entre elles étaient virulentes pour 
le cobaye : c’était alors sans doute de la diphtérie, mais celle-ci 
n’aurait pas été reconnue si l’on avail jugé labsence de granu- 
lations comme décisive en faveur d’un diagnostic négatif. 

Les préparations, faites au moyen de cultures sur le milieu 
de Clauberg, doivent étre colorées dix minutes avec le colo- 
rant de Neisser A B; autrement, les granulations métachro- 
matiques ne sont pas distinctes. La coloration rapide, suffisante 
pour les préparations faites & partir des cultures sur sérum 
coagulé, ne met pas en évidence les granulations qui appar- 
liennent aux bacilles poussés sur le milieu de Clauberg. 

Toujours ala recherche d’une méthode de diagnostic bacté- 
riologigue meilleure que celle qu’on a employée jusqu’a pré- 
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sent, je n’ai pas voulu baser le diagnostic sur le résultat seule- 
ment présumé obtenu en vingt-quatre heures aprés la réception 
du prélévement. Pour obtenir un diagnostic complet de bacilles 
diphtériques, il me parait étre important de pouvoir disposer 
d'une méthode aussi sire que celle employée pour le dia- 
gnostic des bacilles typhiques. Pour arriver & ce but, il faut 
examiner ces bacilles diphtériques développés sur la gélose de 
Clauberg : 

1° Par réensemencement sur gélose ordinaire (pour se rendre 
compte que la culture est pure et pour y observer l’aspect des 
colonies) ; 

2° Parréensemencement sur les milieux liquides de His avec 
glucose, galactose et saccharose (pour constater les propriétés 
fermentatives de la souche examinée); 

3° Par inoculation au cobaye pour vérifier la virulence. 

L’aspect des colonies du bacille diphtérique sur gélose est 
caractérislique : elles sont petites, blanchatres ou sans couleur. 
J’en ai examiné 160 souches et j'ai constaté qu’exceptionnelle- 
ment les colonies de quelques bacilles pseudo-diphtériques 
peuvent avoir le méme aspect. Mais le plus souvent celles-ci 
sont beaucoup plus grandes et de couleur blanche ou jaune 
parfois trés prononcée. 

La meilleure méthode de différenciation des bacilles diphté- 
riques et pseudo-diphtériques est peut-étre donnée par leur 
culture sur les milieux liquides avec les sucres. Ce mode de 
diagnostic ayant été étudié récemment en prenant pour base 
les travaux de Barrat, Bohdanowicz et Lawrynowiez, van 
Riemsdijk, Pesch et autres, peut étre considéré comme digne 
de confiance. J’ai employé le milieu recommandé par les 
auteurs anglais : sérum de cheval, filtré sur bougie de porce- 
laine, dilué a1 p. 3 avec de l'eau distillée; aprés chauffage a 
100° C (trente minutes), on ajoute 1 p. 100d’un sucre et 1 p. 100 
de la teinture de tournesol. On stérilise dix minutes a 100° C 
pendant trois jours consécutifs. Je me suis servi de trois sueres : 
glucose, galactose et saccharose qu’on peut juger comme suffi- 
sants pour la différenciation des bacilles diphtériques et pseudo- 
diphtériques d’aprés les études des auteurs anglais. J’ai étudié, 
selon cette méthode, 117 souches. Les souches diphtériques 
ont fait fermenter le glucose et le galactose; elles n’ont pas 
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fait fermenter le saccharose. Les milieux ensemencés sont restés 
quatre jours a l’étuve. 

J'ai inoculé des cobayes dans le but d'éprouver la virulence 
des souches. et j’ai opéré comme suit : j'ai pris une « anse 
normale » (diamétre 2 millimétres) directement sur la culture 
en gélose de Clauberg, ou sur gélose ordinaire, ou sur sérum 
coagulé, et je l'ai émulsionnée dans 10 cent. cubes d'eau phy- 
siologique. J'ai inoculé 0 c. c. 1 de cette dilution sous la peau 
de deux cobayes pesant 300 grammes environ. L’un d’eux avait 
été inoculé la veille avec 500 unités antitoxiques dans la cavité 
péritonéale et c’est lui qui servait de controle. Au cobaye qui 
n’avait pas encore recu de sérum antidiphtérique, quatre heures 
apres l’injectiondes cultures diphtériques, j’ai inocuié 100 unités 
de sérum antidiphtérique, ce qui n’a pas empéché la réaction 
cutanée, mais a prévenu la mort de l’animal due a |’action 
toxique des bacilles. 

Comme exemple, je citerai ici les données plus précises de la 
derniére centaine de mes ensemencements sur le milieu de 
Clauberg. Toutes les souches des bacilles diphtériques obte- 
nues par moi et provenant de cultures faites sur ce milieu ont 
été réensemencées sur gélose et sur les milieux sucrés, et je les 
ai inoculées sous la peau de cobayes. J’ai inoculé toutes les 
cultures, « positives » sur milieu de Loéffler et « négatives » sur 
milieu de Clauberg, sous la peau des cobayes, en faisant le 
« crude test ». 

Les résultats de ces recherches sont les suivants : * 

Sur 33 cultures, 31 se sont montrées « positives » sur le milieu 
de Clauberg et 22 sur le milieu de Léffler. Deux cultures, 
« positives » sur le milieu de Léffler et « négatives » sur le 
Clauberg, se sont montrées inoffensives pour le cobaye. Sur 
31 cultures positives sur le Clauberg, 25 ont présenté, non seu- 
lement l’aspect des colonies caractéristique, mais aussi au 
microscope des bacilles typiques avec granulations métachro- 
matiques, et cela le deuxiéme jour aprés l’ensemencement. 
Cing cultures avaient l’aspect typique de colonies et la mor- 
phologie des bacilles correspondant & celle des bacilles diphté- 
riques, mais ces bacilles étaient complétement dépourvus de 
granulations métachromatiques, et cela suc le milieu de Léffler 
comme sur le milieu de Clauberg. Néanmoins, j'ai réensemencé 
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ces bacilles sur gélose ordinaire et dans les milieux sucrés, et j’ai 
constaté l’aspect des colonies sur la gélose caractéristique pour 
les bacilles diphtériques et la fermentation caractéristique des 
sucres sur les milieux de His. Quatre de ces souches se mon- 
trérent virulentes pour le cobaye. 

D’une maniére générale, la moitié des souches diphtériques 
que j’ai séparées se sont montrées virulentes pour les cobayes, 
inoculées selon le mode décrit plus haut. Ce résultat est plutot 
accidentel, car dans la centaine d’ensemencements précédents 
18 souches étaient virulentes et 7 avirulentes. On peut supposer 
qu’a doses plus grandes quelques-unes des souches « aviru- 
lentes » se seraient montrées pathogénes. J’espére encore élu- 
cider cette question dans un travail prochain. 


Résumé. 


Sur la « gélose chocolat » d’Anderson, Happold, Mc Leod 
et Thomson, j’ai fait plus de 300 ensemencements d’exsudats 
de la gorge et du nez, envoyés a |’Institut de Microbiologie 
médicale dans le but d’établir le diagnostic bactériologique de 
la diphtérie. J'ai constaté que la préparation de ce milieu est 
assez difficile; son cotit est assez élevé en comparaison du 
milieu de Léffler, et dans les conditions actuelles de notre ville 
de Poznan je n’ai trouvé que des souches « malignes »; en con- 
séquence, je ne pouvais pas étudier la question de l’action bio- 
logique différente des deux types de bacilles diphtériques. 

J’ai fait les 800 ensemencements suivants sur la gélose avec 
du tellurate de potasse (K?Te0,), préconisé par Clauberg. Ce 
milieu est peu coiteux; sa préparation est assez facile et il 
est transparent. Les colonies de bacilles diphtériques ont un 
aspect caractéristique et le développement des autres microbes 
est arrélé. On a pu considérer la moitié des résultats comme 
« négatifs », dispensant de faire des préparations microsco- 
piques et de les étudier. J’ai cultivé 117 souches sur les milieux 
avec des sucres. J’ai fait 75 inoculations intradermiques de co- 
bayes pour déterminer la virulence des souches des bacilles diph- 
tériques. Les résultals positifs étaient un quart plus nombreux 
sur le milieu de Clauberg que sur le milieu de Léffler. J'ai pu 
augmenter le nombre des résultats positifs encore d’un quart, 
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en prenant en considération les bacilles diphtériques dépourvus 
de granulations métachromatiques. 


CONCLUSIONS. 


Le milieu d’Anderson, Happold, Me Leod et Thomson n’a 
pas d’utilisation pratique pour le diagnostic bactériologique de 
la diphtérie dans les inslituts qui exécutent obligatoirement 
ces analyses, mais on peut avantageusement remplacer le 
milieu de Léffler par le milieu de Clauberg. 

En effectuant les analyses microscopiques, il faut tenir compte 
des bacilles diphtériques dépourvus de granulations métachro- 
matiques, ce quiaugmente sensiblement le nombre des résul- 
tats posilifs. 

Actuellement, a I’Institut de Microbiologie médicale de |’Uni- 
versité de Poznan, on ensemence seulement sur le milieu de 
Clauberg les prélévements envoyés en vue du diagnostic bacté- 
riologique de la diphtérie. 


RECHERCHES SUR LA CONSTITUTION DU LACCOL (1) 


par MM. GasrieL BERTRAND et Grorczs BROOKS. 


Les précieux objets de laque et les beaux objets laqués de 
VExtréme-Orient sont obtenus avec des latex récoltés em inci- 
sant le trone de divers arbres de l’ordre des Anacardiacées, 
principalement : en Chine et au Japon de Rhus vernicifera D. C., 
en Indochine de Rhus swecedanea L. fils, au Cambodge de Mela- 
norrhea usitata Wall. 

La. composition chimique du latex de Rhus vernicifera a été 
étudiée la premiére. En 1882, 8S. Ishimatsu a séparé de cette 
sécrétion végétale prés de 60 p. 100 d’une subsiance oléagineuse 
soluble dans !’alcool, 6 1/2 p. 100 de gomme et 33 1/2 p. 100 
d’eau. A la substance soluble dans l’alcool et précipitable par 
Yacétate de plomb, il a donné, d’aprés l’analyse du composé 
plombique, la formule brute C”H*0? (2). Cette étude a été reprise 
l'année suivante par H. Yoshida et par O. Korschelt. Selon ces 
deux chimistes, la substance principale du latex serait de carac- 
tére acide et de formule CH'*0?. Yoshida l’a appelée acide uru- 
shique [3]; il a observé, en oulre, que la transformation du 
latex était sous la dépendance d’une diastase [4]. 

Le latex de Rhus succedanea a 6té examiné un peu plus tard. 
En 1894, l’un de nous, opérant sur le produit de l’arbre a laque 
du Tonkin, !ui a trouvé une composition trés voisine de celui 
du Japon, mais a reconnu que le liquide oléagineux était un 
polyphénol et non un acide, d’ou le nom de daccol qu'il lui a 
donné. Quant a la diastase, il a réussi 4 démontrer qu’elle 
appartenait & un nouveau type de catalyseurs biologiques, celui 
des oxydases, et il |’a appelée laccase. Obligé de surseoir a 
l’étude du laccol, dont il ne pouvait supporter que péniblement 
les propriétés irritantes, il a du moins mis en évidence, par 
diverses recherches, que les hydroxyles phénoliques du laccol 
étaient en situation ortho ou para et que la transformation du 
latex en laque correspondait a la production d’une sorte de qui- 
none, probablement méme d’une quinone condensée [5]. 
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Pour définir d’une maniére plus compléte le mécanisme de 
formation des laques d’Extréme-Orient et faciliter l'étude des 
problemes qui s’y rattachent, il était nécessaire de connaitre 
plus exactement la constitution de |’acide urushique et celle du 
laccol. 

R. Majima, seul ou avec des collaborateurs, a publié a ce 
sujet, de 1907 & 1922, une longue et trés intéressante série de 
recherches [6]. Majima a surtout éludié le principal constiluant 
de l’urushi. Il a constaté, tout d’abord, que c’était, comme dans 
le cas de l’arbre & laque du Tonkin, non pas un acide, mais un 
polyphénol : l’acide urushique est devenu ainsi l'urushiol. Il y 
a dams ce corps deux hydroxyles phénoliques situés en position 
ortho et une longue chaine latérale d’ hydrocarbure non saturée. 
Majima suppose l’existence dans cette chaine de deux liaisons 
éthyléniques dont les places sont encore 4 délerminer. Aprés 
avoir hésité entre une chaine en C* et une chaine en C**, il a 
proposé finalement de représenter l’urushiol par la formule sui- 


vante : 
CH 


oe ey 


CH, /£.0H 
C OH 


—— C#H202. 


Le méme savant a examiné aussi, mais d’une maniére moins 
approfondie, un échantillon de latex d'Indochine. D’aprés lui, 
le laccol qui s’y trouve serait un homologue supérieur de l’uru- 
shiol avec la formule de constitution : : 


CH 

CH/ neue 

eile eee 
(.OH 


= CHO», 


Des circonstances nous ayant permis de reprendre l’étude du 
laccol, nous avons obtenu des résultats qui ne concordaient pas 
entiérement avec la formule proposée par Majima [7]. D’aprés 
nos expériences, le laccol, que nous sommes parvenus & obtenir 
pour la premiere fois & l'état cristallisé, ne renfermerait qu’une 


chaine latérale & 16 atomes de carbone et aurait ainsi pour for- 
mule : 
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CH 
CH’ Nc. cen 
| = C#H4O?, 
cH. /c.0H 


C.OH 


Cette conclusion repose sur les propriétés et ’analyse de divers 
composés et, particuliérement, de dérivés relativement simples 
du laccol, d'une bonne stabilité, aisément cristallisables, et pou- 
vant étre amenés a ]’état de pureté complete : ces composés sont 
les esters diacétique et dipropionique du tétrahydro-laccol. 

Sans nous étendre ici sur toutes les expériences que nous 
avons faites, nous décrirons la préparation, l'analyse et les pro- 


priétés des corps qui nous ont conduits & la conclusion ci-dessus 
formulée. 


LE LACCOL. 


Pour obtenir ce principe caractéristique de l’arbre 4 Jaque du 
Tonkin, on traite d’abord le latex par |’alcool fort, ainsi qu’il 
a été décrit aulrefois par l’un de nous [8]; on reprend l’extrait 
alcoolique par l’eau et !’éther; on distille Ja solution éthérée et 
lon obtient le laccol brut, dans la proportion de 75 4 85 p. 100 
du poids du latex, suivant les échantillons. 

Il y a dans ce produit, non seulement du laccol, mais plu- 
sieurs substances assez difficilement séparables, dont une, au 
moins, renferme de l’azote {9}. La purification par dissolution 
fractionnée dans des solvants neutres ou par précipitation pro- 
gressive & l’aide de l’acétate de plomb est fortement génée parla 
facilité avec laquelle le laccol s’oxyde au contact de l’oxygéne 
atmosphérique, déja 4 la température ordinaire. Le moyen qui 
nous a le mieux réussi est la distillation fractionnée sous une 
pression extrémement réduile. 

Quand on essaye de distiller le laccol brut dans le vide de la 
trompe & eau et méme sous la pression réduile & 1 ou 2 milli- 
métres avec une bonne pompe ordinaire de laboratoire, on 
assiste & une décomposilion profonde, un véritable cracking, 
rappelant tout a fait celui qui a été décrit par R. MajimaetS. Cho 
& propos de l'urushio] [10] : il se dégage un mélange de gaz et 
de vapeurs, parmi lesquels des carbures saturés et non saturés, 
une petite quantité de pyrocatéchol aisément condensable a l'état 
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cristallisé (41 |, du laccol de coloration jaune d’or, et il reste une 
proportion importante de liquide brun difficilement distillable, 
qui se prend en masse amorphe par refroidissement. Cette 
décomposition devient de moins en moins sensible au fur et a 
mesure des redistillations successives, de sorte que l’on finit 
par obtenir un laccol passant avec une faible décomposition 
seulement entre + 280 et + 290° sous la pression de 10 &15 mil- 
limeétres. Le rendement atieint environ 30 p. 100 du poids du 
laccol brut. C’est alors un liquide oléagineux, de coloration jaune 
pale, brunissant assez rapidement au contact de lair. Le froid 
augmente sa viscosité et y fait apparaitre une certaine quantité 
de cristaux, suffisante pour donner & la masse une consistance 
pateuse, mais insuffisante pour en permettre pratiquement 
extraction. 

Les résultats sont beaucoup meilleurs lorsqu’on distille le 
laccol brut sous pression trés réduite, ne dépassant pas 1/20 de 
millimétre. Il n’y a pour ainsi dire plus alors de cracking, la 
distillation se fait régulierement, on peut utiliser avec avan- 
tage un séparateur [12] et l’on obtient, apres deux a trois pas- 
sages, un cceur de distillation passant vers +-220°/43] et attei- 
gnant jusqu’aux 2/3 du poids du laccol brut. 

Ce laccol est aussi un liquide, légerement teinté de jaune, 
parfois méme incolore au moment de sa condensation, mais qui 
jaunit, puis brunit assez rapidement a lair. Sa densité & + 22° 
a été trouvée égalea 0,9963 et son indice de réfraction, pris sur 
I goutte avec l'appareil d Abbe, de 1,5046 a la tenipérature de 
+. 20°. 

Placé dans une armoire refroidie vers +- 5°, il n’a pas tardé 
& se prendre en une masse solide, blanche, entiérement cris- 
tallisée, fusible seulement & + 23°. Pour déterminer ce point 
de fusion, nous avons enfermé du laccol fraichement distillé, 
par portions d'une dizaine de grammes, dans des tubes de verre 
que nous avons scellés sous vide, et nous avons plongé ces 
tubes dans des bains d'eau maintenus a des températures variées ; 
les cristaux, entitrement fusibles a 4 23°, se reformaient. déa, 
quoique lentement, et devenaient alors trés nets, par un abais- 
sement de 1° et méme de 1/2°. Dans ce cas, ils affectaient la 
forme de lamelles allongées et réunies en groupes sphériques, 
facilement reconnaissables. 
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DIAcETYLLACCOL. 


On a chauffé quelques heures & l’ébullition un mélange de 
laecol (20 grammes) et d’anhydride acétique pur en exces 
(200 grammes), ona chassé par distillation le réactifnon employé 
et dilué le résidu dans de | ’éther. La solution éthérée a été lavée 
avec du carbonate de sodium au 1/10, puis évaporée dans le 
vide au bain-marie pour chasser l’éther. Le produit brut, séché 
dans le vide sur de la chaux vive, a été soumis 8 la distillation 
sous pression réduite. I] a passé, entre + 240° et + 250°, a la 
pression de 0 mm. 5 eta la vitesse de | 4 II gouttes par seconde, 
un liquide faiblement teinté de jaune citron non colorable en 
solution alcoolique par le perchlorure de fer, enti¢rement formé 
de diacétyllaccol. Le poids obtenu représentail 95 p. 100 du ren- 
dement théorique. 

Densité & + 22°: 0,9774. 

Indice de réfraction : sur I goulte, avec l'appareil d’Abbe, a 
la température de + 22° : 1,4761. 

Dosage de groupes acétyles (par la méthode décrite plus loin 
au sujet de l’acétylhydrolaccol) : 


: NaOH/10 ACIDE ACETIQUE 

gc ei employé trouvé 

ae yeu en cent. cubes p. 100 
(EOE Se ©) Ae aoe. ae Cee 14,4 28 83 
ROOM We CAME pA forme, eee ce AI edie cl te 13,6 23 , 93 


Le calcul indique 28,98 p. 100 pour la formule C#H#(0.CO. 
CH?)?. 


Le TETRAHYDROLACCOL. 


Préparation. — Le laccol est aisément transformé en tétra- 
hydrolaccol par fixation d’hydrogéne gazeux, a la température 
ordinaire, sous l’influence de noir de platine. Voici comment 
nous avons réalisé cette transformation. 

Dans le flacon 4 réaction L de l'appareil représenté page 768 
on introduit, par la tubulure A, 1 gr. 5 de noir de platine pré- 
paré exactement suivant la méthode de O. Loew [14]; on verse 
25 grammes de laccol fondu qui s’étend & la surface du noir de 
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platine, puis on ajoute 50 cent. cubes d’alcool absolu. Si l’on 
introduisait le noir de platine dans la solution alcoolique de 
laccol, il pourrait y avoir inflammation du mélange de vapeur 
d‘alcool et d’air a l’intérieur du flacon. La tubulure A est alors 
munie de son bouchon et de son robinet, on fait passer, arrivant 
en R, un fort courant d’hydrogéne, et, lorsque lair du flacon 4 
réaction est complétement chassé, on ferme Je robinet terminal, 
placé en A (fig. 4). 

Par une manceuvre des robinets R, R‘ et R* ainsi que de la 


Fic. 4. 


fontaine F qui peut étre abaissée et remontée & volonté, on 
remplit l’éprouvette graduée avec de Vhydrogéne, puis on ferme 
le robinet d’arrivée R. En établissant la concordance des niveaux 
de l'eau en F et en E avant de fermer les robinets d’arrivée de 
Phydrogéne, on a le moyen de mesurer le volume du gaz ren- 
fermé dans |’éprouvette, a la pression et & la température du 
laboratoire. On met en marche la machine a-secouer, non 
représentée sur ‘la figure, dans le berceau de laquelle repose le 
flacon & réaction. 

L’absorption de I'hydrogéne commence aussitét et l’eau‘de la 
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fontaine monte dans l’éprouvette. Lorsque celle-ci est vide 
d’hydrogéne, on la remplit par une nouvelle mancuvre, et 
ainsi de suite, jusqu’& ce que le niveau de l’eau dans |’éprou- 
vette cesse de monter par agitation du flacon L. Au début, 
Vabsorption de l'hydrogéne est trés rapide et le mélange 
en réaction s échauffe, elle se ralentit ensuite de plus en plus, 
de sorte quil faut beaucoup plus de temps pour fixer la 
seconde moitié du gaz que la premiere. 
Voici, a titre d’exemple, la marche d’une opération : 


VoLumes »'H TEMPS COMPTES TEMPS 
Bhaonhes 4 partir pour absorber 
en cent. cubes [15] du début 500 cent. cubes 
P en minutes en minutes 

Oar see, Cat Ne SE pe ee ene 3 3 

BOO ated ep acces eccBN cd ae oyu foe tees a pe 7 4 

ROOD Are tar Pere eee, a Sos. oa e sede, ede 22 45 

ONO Peete eee ie en Ou See Ae our Uc ch Vacate 42 20 

FELLAS otal se tet EOC et eis for 15 aD 

SAU US ee Rate | Sn cea ae eer Deine 5 423 48 

2 LUA Oe ee aes nail Ok ie aS Cn eee ee ee 495 72 


Apres environ trois heures d’agitation, l’hydrogéne n’étant 
plus absorbé d’une maniére appréciable, Ja solution alcoolique 
a été filtrée pour séparer le platine [16]; elle a fourni, par dis- 
tillation au bain-marie, sous pression réduite, un résidu moins 
coloré que le laccol primitif, qui s’est solidifié par simple 
refroidissement. 

Purification. — Nous avons d’abord essayé de purifier 
Vhydrolaccol brut, obtenu dans l’opération précédente, en le 
faisant cristalliser & plusieurs reprises dans le benzéne et en 
pressant chaque fois les cristaux entre des lits de papier a 
filtre; mais ce procédé occasionnant de fortes pertes, nous 
avons recouru & la distillation fractionnée dans le vide de la 
trompe a eau. 

Apres douze distillations effectuées dans un ballon de Laden- 
burg & deux boules, nous avons recueilli une substance a peu 
pres pure, passant entre + 265 et + 275° sous une pression de 
8 210 millimétres [17]. 

Propriétés. — L’hydrolaccol ainsi purifié est facilement soluble 
4 froid dans l’alcool a 95°, l’éther, l’acétone, le benzéne, le chlo- 
roforme, |’éther de pétrole et l’acide acétique. Kn le cristalli- 
sant dans le xyléne, on l’obtient en aiguilles trés fines, fusibles 
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i ++ 62°-63° (corrigé) en tube capillaire. Majima et Chiba avaient 
trouvé pour la méme substance : + 63°-64°. 

La densité a la température de 4-649 est de 0,9125. 

En solution alcoolique, !hydrolaccol présente les mémes 
réactions colorées que le laccol. Il devient vert par le chlorure 
ferrique 1 p. 1.000; si on ajoute alors quelques goutles de 
bicarbonate de sodium & 10 p. 100 la coloration devient rose ; 
avec la soude elle devient rouge violacée. En employant le 
réactif Denigés, la zone de séparation est rouge, surmontée 
d'un anneau verdatre. Avec |’acétate de plomb, on a un préci- 
pité blanc. La solution ammoniacale de NO*Ag est réduite 
ainsi que la liqueur cuproalcaline. En solution acélique, le 
brome est absorbé. Ces réactions montrent que les deux oxhy- 
dryles phénoliques n’ont pas été touchés par l’hydrogénation. 


Analyse élémentaire. — La combustion a donné les résultats 
suivants : 
SUBSTANCE va C H 
en er. CO* H*O p- 100 p- 100 
ORO TbR IM Reade ee eg eae 0, 7954 02753 78,92 44,40 
Yecy pee sae) i ite De ge ee 0, 7360 02593 718,79 41,37 
WSN Raa ew ete 0,8444 0,2875 79,05 11,42 
CSILG Oht AS OO, Bee at 0, 7927 0, 2826 78,83 14,50 
NYC a ae te es ee 0, 7246 0, 2590 719,07 44,59 
Galeulé; pour C2H°:O* > 9s y=: 19,04 11,38 
Poids moléculaire. — La détermination du poids moléculaire 


de l’hydrolaccol a été faite par eryoscopie dans du phénol. Le 
dépressimétre d’Eykmann a donné dans ce cas des résultats 
excellents. 

Voici les chiffres obtenus avec les corps servant de compa- 
raison et ceux donnés par l’hydrolaccol, en prenant 72 comme 
constante de congélation du dissolvant : 


CORPS de Seeks POIDS AEST SSE MSE al OA 
en gr. de phénol en degrés Trouvé Calculé 
Naphtaline .... 0.256 43,7240 4,046 132 428 
Gaiacolie a. me 0, 1228 43 2905 0,537 124 424 
Hydrolaecols 2 45) 3053128 44,0437 0,478 335 334 
Hydrolaccol. . . . 0,436 12,8068 0,230 332 
Hydrolaccol. . .. 0, 4060. 44,9419 0,730 335 


La composition centésimale et le poids moléculaire corres- 
pondent bien & la formule C*H*0? d’un tétrahydrolaccol. 
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TETRAHYDRO LACCOLATE DE PLOMB. 


Nous avons préparé ce composé en ajoutant a 0 gr. 7 d’hydro- 
laccol dissous dans 20 cent. cubes d’alcool & 95° 1 gr. 4 d’acé- 
tate de plomb dissous dans un peu d’eau. Le précipité blanc a 
été recueilli sur un filtre, lavé a lalcool & 90° et séché dans le 
vide sulfurique. Il a donné 4 l’analyse, le plomb étant dosé a 
l'état de sulfate par chauffage direct de la substance avec un 
excés d’acide sulfurique : 


POIDS TROUVE 


SUBSTANCE de Ph p. 100 
ROU perma Speer dc. “oem ct pattec she) Sa eouee 0,0597 38,08 
ORL Os Fn ds homer Sytt < o, Ripie) a he ee re aes 0,2622 38,11 
lculempour, Cia O2E bc) oe ee eee 38,39 


DIACETYL-TETRAHYDROLACCOL. 


Préparation. — On chauffe doucement dans un ballon de 
150 centimétres, muni d'un réfrigérant ascendant a air, 
6 grammes d’hydrolaccol pur et 60 grammes d’anhydride acé- 
tique fraichement distillé. L’addition de chlorure de zinc n’est 
pas nécessaire. La réaction se manifeste immédiatement et la 
solution colorée commence a s éclaircir. On maintient 4 1]’ébul- 
lition pendant dix heures. Puis, aprés avoir laissé refroidir, on 
précipite le dérivé diacétylé dans un excés d'eau froide, on 
Vessore, on le lave avec l’eau contenant du carbonate de 
sodium pour enlever l'excés d’anhydride acétique et on termine 
le lavage a l’eau distillée. Le produit brut est placé pendant 
quelques jours dans le vide, sur de la chaux vive, pour éliminer 
toute trace d’anhydride et d’acide libre. On le fond ensuite avec 
un peu d’alcool méthylique, on laisse refroidir complétement 
et on passe la masse solide a la presse entre deux lits de papier 
a filtre. On obtient ainsi des cristaux blanes en paillettes. Le 
rendement est presque théorique. 

Purification. — Avant l’analyse, ces cristaux ont été purifiés 
dune maniére définitive par fractionnement avec de l’alcool 
méthylique 4 98 p. 100 jusqu’a solubilité constante. 

Pour cela, 2 grammes de substance ont été agités dans un fla- 
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con avec 20 cent. cubes d’alcool méthylique, pendant vingt- 
quatre heures, a l’aide d'une roue hydraulique, & la tempéra- 
ture du laboratoire. La solution saturée a été décantée aprés 
repos, et sa concentration déterminée par évaporation d'une 
partie aliquote. La partie non dissoute a été additionnée de 
20 cent. cubes d’alcool méthylique et soumise de nouveau a 
l'agitation. Cette opération a été répétée jusqu’d solubilité 


constante (tableau I). 
TasLeau I. 


TEMPERATURE SOLUBILITE POINTS DE FUSION 


FRACTIONNEMENTS en degrés p- 100 en degrés 


0,428 


0,320 
0,326 
0,240 
0,240 
0,240 


+++4++4+4+ 
cr Or Ot GR OF Ce 
MPrHOrmn 


4-4 


Propriétés. — Les portions alcooliques dont la concentration 
était égale ont été jointes au résidu et, aprés avoir recristallisé 
dans l’alcool méthylique & chaud, on a obtenu un corps pur, 
fondant & -+- 58°7 (corrigé). 

Le dérivé diacétylé ainsi obtenu est soluble dans l’alcool, 
l’éther, le benzéne, |’ acétone, |’éther acétique, le chloroforme, etc. 
En solution acélique, il ne décolore pasle brome, et en solution 
dans l’alcool il ne colore pas le chlorure ferrique. 

Dosage des groupes acétyles. — Le dosage des groupes acé- 
tyles est basé sur une saponification au moyen de l’acide sulfu- 
rique dilué [18] mettant en liberté le reste acétique et sur un 
titrage volumétrique de l’acide volatil. La formation possible 
d’acide sulfureux génerait le dosage. Pour éviter des détermi- 
nations erronées, on ajoute | goutte de solution concentrée de 
sulfate ferrique et l’on s’arrange de facon a éviter la concentra- 
tion de l’acide sulfurique dans lequel le produit est dissous. 
Détails importants dans ce genre d’opération. 

Technique. — On se sert de l'appareil de G. Bertrand pour 
le dosage des acides volatils [19] (fig. 2). 

La substance est pesée dans un trés petit tube & essai que 
l'on introduit dans le ballon D a l'aide d’un fil de fer fixé au 


RECHERCHES SUR LA CONSTITUTION DU LACCOL 773 


tube plongeant par un anneau en caoutchouc. Ce dispositif 
commode éyite toute perte de produit. On adapte le ballon au 
réfrigérant, puis on le met en relation avec un ballon B, 
d’environ 4 litre de capacité, contenant de l’eau que l’on porte 
& l’ébullition. Le courant de vapeur barbotte dans la solution 
sulfurique et entraine l’acide acétique. On évite tout entraine- 
ment mécanique du liquide grace aux deux ampoules a et 6 
dont est muni Je tube qui plonge dans le ballon D. Tl est indis- 


| 


i) Il 
UN ISS SG 
Eigen 2. 


pensable de chauffer celui-ci au moyen d’une petite flamme de 
maniére & ce que le volume primitif n’augmente pas par la 
condensation de la vapeur d’eau. Si on néglige cette précau- 
tion, lacide acétique se dilue beaucoup dans le ballon D et 
Ventrainement devient interminable. Il ne faut pas non plus 
chauffer trop pour éviter la concentration de l’acide sulfurique 
et la carbonisation de la matiére organique. 

En opérant soigneusement, le dosage peut élre terminé en 
vingt @ trente minutes. L’acide acétique libéré est recueilli 
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dans un verre a pied et on titre le distillat au fur et 4 mesure, 
en présence de I ou Il gouttes de phtaléine du phénol, avec de 
la soude décarbonatée N/10. 

Nous avons obtenu les résultats suivants : 

1° Par comparaison avec le diacétyl-pyrocatéchol : 


SUBSTANCE NaOH N/10 pa 
en gr. en cent. cubes p 400 
et! wea BN eek tars cok Din be tea 35,4 61,54 
Calculé pour C&H*(OGOCH)*-. vase = 61,85 


2° Avec le diacétyl-tétrahydrolaccol : 


; ; ACIDE 

core on cont. cubes oétigue 

OSS S10 nes Si Si eee oles Alc ea ieee Rie 16,0 2845 

025115, noisy Gan een trod iobates SP ROM ROS iene re ee 42,3 28 , 66 

Sn aie to a ee Ne Aree 4) ORICON 24,4 28 48 
Calculé pour le diacétyl-tétrahydrolaccol 

Ors COLO OM ER ae Shot te So SAE 28,70 
Calculé pour le monoacétyl-tétrahydro- 

laccol G¥H*(OH)(O€OEH =. 3.) =. 45,95 


Analyse élémentaire. — Le diacétyl-tétrahydrolaccol a donné 
les chiffres suivants : 


COMBUSTION 

SUBSTANCE Sy Ce 

en gr. Carbone Hydrogéne 
p- 100 $ “p. 10 
UR en Sebi | aie oP 8 NR ak 74,20 10,60 
OB 1OL. Ee ee eee eae T4 02 10,32 
(ise)! ese RAPES IACRP DAM ey ir wa ko 73,99 10,23 
UR IY LU Se gaeie Cen Oia Ae ek ite oe 2 14,26 40,22 
Galeulé poursC?Hs(OCOGH*)? sy eens 74,64 10,05 


Poids moléculaire. — La détermination du poids moléculaire 
a été faite dans le phénol : 


SUBSTANCE POIDS ABAISSEMENT P.M. 

en gr. du phénol en degrés trouvé 
O;BQLR oe eee ee eee eee 42,6367 0,440 426 
0. 3856.5. ord: cia Ce eas Rae 44,8636 0,405 413 
ND, DAO ou ariel Gece at ny ea 42,2480 On 770 4A4 


Calculé pour C#H3*(OCOCH®). . 418 
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DIpROPIONYL-TETRAHYDROLACCOL. 


Préparation. — Pour obtenir le composé on chauffe pendant 
deux heuresau réfrigérant ascendant un mélange de 10 grammes 
d’hydrolaccol et de 6 gr. 5 de chlorure de propionyle fraiche- 
ment distillé; on élimine l’excés de chlorure par distillation 
Le résidu est repris par de l’'alcool butylique & chaud. Aprés 
avoir débarrassé les cristaux de presque toutes les impuretés 
en les pressant entre deux couches de papier & filltre, on con- 
tinue & les purifier par une série de cristallisations dans 
Valcool absolu jusqu’au point de fusion constant. Ils se pré- 
sentent sous la forme de paillettes incolores, légéres et bril- 
antes. 

Rendement en substance pure : 3 gr. 5. 

Propriétés. — Le dérivé dipropionylé ainsi obtenu est 
fusible & + 34°8 (corrigé) en tube capillaire. I] ne donne pas de 
coloration avec le chlorure ferrique, sa fonction phénolique est 
donc entiérement bloquée par les restes d’acides. 

Le dipropiony]-tétrahydrolaccol est trés soluble dans I’alcool, 
1 éther, le benzéne, le chloroforme, |’acétone. 

Analyse. — Traité dans les mémes conditions que le dérivé 
acétylé, il a donné, en acide propionique : 


SUBSTANCE NaOH N/10 Soe 
en gr. en cent. cubes ak ear free 
"DS We eee es Ce er iba Sabine ae 14,8 33,24 
Res tne rcld ys = 15) dames trie oT nae tat, Vs 24,7 33,17 
Calculé pour C?##H**(OCOCH*CH*)*. . . . . 33,15 
Cryoscopie. — La détermination du poids moléculaire a été 


faite, cette fois encore, dans le phénol, avec |’appareil d’Eyk- 
mann : 


SUBSTANCE 5 ABAISSEMENT P. M. 

en gr. EHER ON en degrés trouvé 
ONOU2 saree ~ Pee a ie 13,627 0,357 4AT 
(Ua ew coon sto Seen sree & 13,428 0,549 443 


Calculé pour C”H%*(OCOCH? 
CHD eta ae pee 8 eo vel a HER 
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CONCLUSIONS. 


L’ensemble des faits observés et des résultats quantitatifs 
obtenus au cours des recherches que nous venons d’exposer 
démontrent que le laccol extrait du latex de arbre a laque du 
Tonkin posséde la formule : 


CORPO ;ECM Ee 


et s’apparente, par conséquent, a la fois 4 deux principes 
immédiats trés répandus dans les organismes vivants : au pyro- 
catéchol, par son noyau cyclique, et a l’acide palmitique, par 
sa longue chaine latérale. 
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[43] A cause du point d’ébullition élevé du liquide et de la forte densité de 
la vapeur, cette température varie sensiblement avec la forme et les 
dimensions du ballon distillatoire; elle varie naturellement avec la 
vitesse de distillation. 

[44] Losw (O.). Ber. d. chem. Ges., 23, 1890, p. 289. Il faut apporter le plus 
grand soin a la préparation de ce catalyseur, car de faibles modifi- 
cations dans la conduite de l’opération peuvent en réduire l’activité. 
Nous indiquerons A cause de cela, avec quelques détails, le mode 
opératoire dont nuus nous sommes servis. On attaque le platine par 
un mélange de quatre parties de HC] de d=1,19 et d’une partie de 
NO3H de d=1,33. On chauffe doucement jusqu’A dissolution com- 
plete du métal. On évapore alors A siccité et, A deux reprises, on 
traite le résidu par HCl en évaporant chaque fois a sec. Ce traite- 
ment a pour but d’éliminer les composés nitrés dont la présence est 
nuisible. On dissout 10 grammes de chlorure de platine ainsi obtenu 
dans 12 cent. cubes d’eau (sans s’inquiéter d'un peu de chlorure pla- 
tineux insoluble, provenant de l’évaporation a sec et dont la présence 
ne géne pas le reste de l’opération). On ajoute 414 cent. cubes 
daldéhyde formique a 40-50 p. 100. Le liquide est refroidi dans la 
glace. On verse alors goutte a goutte une solution de 10 grammes de 
soude caustique dans 15 cent. cubes d’eau, en ayant soin d’agiter 
constamment et d’éviter toute élévation de température. Cette addi- 
tion exige une heure et demie; le mélange est alors abandonné 
jusqu’au lendemain. On filtre 4 la trompe; le filtrat est légérement 
jaunatre et contient un peu de chlorure de platine non réduit que 
lon peut récupérer en chauffant la solution au bain-marie. La filtra- 
tion terminée, on lave le platine; mais bientot, ce métal finement 
divisé commence a absorber l’oxygéne d’une facon assez vive; la 
température s’éléve vers 50° et, avec de petits crépitements, cette 
boue se transforme en une masse poreuse et légére. Aprés un repos 
de plusieurs heures, on recommence le lavage jusqu’a ce que le 
liquide filtré ne donne plus aucun louche avec le nitrate d’argent. 
Cette derniére précaution est trés importante. Le noir, bien lavé, est 
mis Aa sécher dans le vide sulfurique et peut étre employé dés le 
lendemain. 

[45] A lapression de 740 milligrammes et 4 la température de + 20. 

[46] Ce platine doit étre lavé, séché et calciné, puis transformé en chlorure 
et précipité de nouveau par le formol et la soude, car il a perdu la 
plus grande partie de son activité. 

j17) Méme observation que pour le laccol au sujet de la température de dis- 
tillation. 

[48] 2 cent. cubes d’acide sulfurique et 1 cenl. cube d’eau. 

[49] Décrit par Bertranp (Gab.) et Tuomas (P.). Guide pour les manipulations 
de Chimie biologique, 3° édition, Paris, 1919, p. 153, Dunod ‘et Pinat, 
éditeurs. 


LA RAGE AUTOCHTONE (MALADIE DU CHIEN FOU) 
EN AFRIQUE OCCIDENTALE FRANCAISE 


(ETUDE CRITIQUE ET EXPERIMENTALE), 


par S. NICOLAU, C. MATHIS et M™ Val. CONSTANTINESCO. 


Jusqu’a une époque récente, lexistence de la rage a été niée 
en Afrique occidentale francaise. Mais, sila rage classique était 
considérée comme non existante, par contre, les indigenes ont 
connu de tout temps une maladie spéciale du chien, appelée 
en dialecte bambara Oulow-fato, c’est-a-dire maladie du chien 
fou, ressemblant a la rage canine, mais présentant le caractére 
tout & fait particulier de ne pas étre transmissible & l homme. 
Cette croyance de la non-transmissibilité & homme, universel- 
lement répandue parmi les indigenes et partagée par nombre 
d’Evropéens, semble appuyée par le fait que les documents du 
Service de Santé, jusqu’a ces derniéres années, n’ont jamais 
mentionné des cas de rage humaine. 

Le premier cas de rage humaine, connu mais non publié, est 
celui qui, d’aprés Heckenroth (1), a été rapporté par Cavasse (2). 
Il s’agit d’un garde de cercle indigéne, évacué du village de 
Kadé a 400 kilometres de la cote, sur Vhdpital ‘de Conakry. 
Selon toute vraisemblance, cet homme aurait été mordu par 
un chien indigéne n’ayant pas été en contact avec des chiens 
importés d'Europe. Ce serait donc an cas mortel imputable au 
virus autochtone africain, au virus du chien fou. 

En ce qui concerne la rage canine, son existence au Sénégal 
a été démontrée expérimentalement pour la premiére fois par 
Teppaz (3), en 1910. Mais, auteur n’ayant pas indiqué s'il 
s'agissait d’un chien fou ou d’un animal mordu par un chien 
d’Europe atteint de rage classique, on ne sait s’ila eu affaire & 


(1) Heckrnrotn. Ces Annales, 32, 1918, p. 389. 


(2) Cavasse, Rapport du mois de novembre 1912, Hopital indigéne de Cona- 
kry-Guinée. 


(3) L. Teppaz. Bull. Soc. de Path. exot., 3, 1910, Dera ods, 


ial 
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un virus autochtone ou & un virus importé. D’aprés Remlinger 
et Curasson (1), le vétérinaire Ollivier, en mission au Sénégal 
en 1815, signalait chez les chiens une affection qui lui parais- 
sait étre la rage, mais « beaucoup moins forte ». 

L’importation de la rage classique en Afrique a permis & cer- 
tains auteurs de soutenir que les cas de rage humaine étaient 
toujours imputables 4 ce virus, jamais au virus d’Oulou-fato, 
qui serait inoffensif pour lhomme. 


* 


x OF 


Deux théories extrémes sont done actuellement en présence : 
pour les uns, le virus rabique et le virus de l’Oulou-fato sont 
tout & fait différents; pour les autres, il ne s’agirait que d'un 
seul virus. Remarquons, cependant, que les partisans les plus 
convaincus de la spécificité de l’Oulou-fato ne consentiraient 
pas & prendre la responsabilité de déconseiller le traitement 
anti-rabique & toute personne contaminée par un chien fou. La 
question est donc jugée du point de vue pratique, mais il est 
cependant intéressant de discuter la valeur des arguments que 
l'on fait valoir en faveur de la spécificité absolue du virus de 
Oulou-fato. 

Nous allons voir, dans les pages suivantes, '‘combien il est 
malaisé de se faire une opinion précise par l'étude des tentalives 
déja faites avec le but de résoudre la question. 

Il convient tout d’abord de remarquer que la maladie du 
chien fou se manifeste cliniquement, le plus souvent, par la 
forme mue, se caractérisant par la rareté des accés furieux et la 
prédominance des symptomes paralytiques, le peu de tendance 
a mordre et la rapidité de son évolution. Cette maladie res- 
semble donc par sa symptomatologie 4 la rage canine euro- 
péenne et il faut convenir qu’il est impossible d’établir entre les 
deux infections un diagnostic différentiel. 

Au point de vue expérimental, le virus de I’Oulou-fato 
n’aurait aucune tendance &a se « fixer » sur les lapins. Nous 
verrons la valeur de cet argument, en passant en revue les 
travaux qui ont été consacrés a celte question, et en ajoutant 
nos propres résultats d’expérience. 


(1) Remiincer et Curasson. Bull. de 1 Acad. de Méd., 92, 1924, p. 1112. 
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G. Bouffard (1) {1912} a pu réaliser avec la substance bulbaire 
d'un chien fou treize passages sur lapin. La durée de l’incuba- 
tion fut en moyenne de quinze a vingt jours, deux fois de 
trente-cing & trente-huit jours. L’état général des animaux se 
maintenait excellent jusqu’a deux & trois jours avant la mort; 
celle-ci était précédée de signes de parésie suivis de paralysie 
compléte du train postérieur. Et Bouffard conclut que Ja rage 
canine existe au Soudan, bien que la rage humaine y paraisse 
inconnue. Pour lui, | Oulou-fato est donc bien une maladie due 
au virus rabique. 

Avec les cerveaux de deux chiens errants capturés au Sénégal 
le long de Ja voie ferrée, Heckenroth (2) a réussi a infecter des 
lapins. Mais, en raison du fait que les animaux ont été capturés 
dans une région ot pouvaient se trouver des chiens européens, 
nous ne savons pas s'il s’'agissait véritablement de chiens fous. 
Heckenroth a pu effectuer treize passages avec le virus rabique 
du Sénégal (virus Mekkhé). II signale que ce virus ne parait 
avoir aucune tendance Ase « fixer ». Mais l'auteur constate de 
fortes variations dans les périodes d'incubation avec le virus 
fixe de Paris entretenu a Dakar. Et Heckenroth conclut pru- 
demment : « Tout en admettant que l’on rencontre, au Sénégal 
comme au Soudan, un virus rabique normalement non trans- 
missible 4 l"homme, rien n’est venu démontrer jusqu ici que le 
virus indigene n’est pas capable, sous certaines conditions 
encore inconnues, de devenir virulent pour /homme (3). » 

Arlo [1924] (4), au laboratoire de Bamako, a essayé sans 
succés de fixer le virus soudanais. I] n’a méme pas réussi a 
faire quelyues passages. Dans une premiere tentative, il s’est 
servi du bulbe d’un chien fou; seul le premier lapin de cette 
série mourut le douziéme jour, aprés avoir présenté de la 
paralysie du train postérieur vingt-quatre heures auparavant. 
Dans une deuxiéme série, un lapin inoculé avec le cerveau 
d'un autre chien succomba le vingt et uniéme jour, avec une 
paralysie du train postérieur survenue trois jours avant la mort. 


(1) G. Bourearn. Ces Annales, 26, 1912, p. 727. 
(2) Heckenrotn. Loc, cit. 

(3) Une observation de rage humaine au Sénégal, relatée en 1920 par Noc 
et Kerneis, est sans intérét particulier, car la victime avait été mordue par 
un chien errant dont l’origine du virus était inconnue. 

(4) Aro. Bull. Soc. Path. exot., 44, 1924, p. 363. 
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Un deuxitme lapin mouvait le vingt-septidme jour aprés avoir 
présenté de la paralysie et des convulsions. Arlo est égale- 
ment davis que la rage soudanaise n’est pas transmissible & 
Vhomme. 

Boulfard (1), en 1921, insiste de nouveau sur ce fail que, 
malgré une certaine fréquence de la rage canine en Afrique, on 
n’observe pas cette maladie chez l'homme. Les enquétes qu'il 
a faites au Soudan et au Dahomey, les recherches dans les 
Archives du Service de Santé pour y trouver mention de cas de 
rage humaine, sont restées infructueuses. 

Avec le bulbe d’un chien fou, cet auteur a réussi a faire vingt- 
huit passages dont cing sur lapins et vingt-trois sur cobayes. 
Les lapins présentaient une rage du type paralytique, les cobayes 
montraient le plus souvent une vive agitation précédant la 
mort de vingt-quatre heures. Mais l’auteur a constaté que ce 
virus du Dahomey n’avait aucune tendance a se fixer (peut-étre 
parce qu’il n’a pas fait un nombre suffisant de passages sur 
lapin). 

Remlinger, M. Leger et Teppaz (2) ont fait des expériences 
pour savoir comment, d’une part, se comporteraient a Dakar le 
virus fixe et le virus des rues de Tanger, d’autre part, le virus 
des rues de Dakar, 4 Tanger. 

Le virus rabique se comporte au Maroc absolument comme 
en France. Il résulte de leurs expériences : 

a) Que le virus fixe de Tanger se comporle & Dakar comme & 
Tanger, c’est-a-dire comme & Paris méme ; 

b) Que le virus des rues du Maroc se comporte au Sénégal 
comme au Maroc, c’est-a-dire comme en France; 

c) Que le virus du Sénégal se comporte au Sénégal comme 
au Maroc el dans ces deux pays comme en France. 

Si intéressantes que soient ces constatations, elles ne nous 
renseignent pas, comme du reste les auteurs le font remarquer, 
sur les propriétés du virus africain indigéne, car il y a toute 
probabilité pour que Je virus des rues du Sénégal, avec lequel 
ils ont expérimenté, soit un virus importé et non le virus du 


chien fou. 


(1) G. Bourrarp. Bull. de la Soc. Path. exot., 14, 1921, p. 6. 
(2) Remiincer, Marcer Léeer el Txrrpaz. Bul/, de la Soc. Path. exot., 16, 1923, 
p. 4. 
Annales de U Institut Pasteur, t. L, n° 6, 1933. 52 


782 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


Remlinger et Curasson (1) en 1924, ayant pu se procurer’un\ 
virus de chien fou dont l’authenticité ne leur paraissait pas 
douteuse, l’ont comparé & un virus des rues de Tanger. Ils ont: 
constaté, par une expérience d'immunité croisée, qu’ils se com+ 
portaient d’une fagon identique. Vaccinés avec l’un ou avec 
l'autre virus, les lapins, éprouvés par inoculation sous-dure- 
mérienne, ont tous suecombé & la rage (ce qui n'est pas fait: 
pour surprendre), mais avec des retards’ sur les témoins: Au 
contraire,; les lapins vaecinés, éprouvés par une inoculation: 
dans la chambre antérieure ont tous résisté, & ume exception 
pres, alors que les témoins succombaient & la rage. Pour Rem- 
linger et Curasson, l'identilé du virus rabique classique et du 
virus d'Oulou-fato ressort neltement de cette expérience. Ils 
conclurent done que toute personne contaminée par un chien 
fow doit se soumeltre au traitement antirabique, absolument 
comme si elle avait été contaminée par un animal atteint de 
la raze. 

Evidemment, ces expériences ne sont pas tout a fait con- 
cluantes, puisque la maniére d’éprouver | état réfractaire acquis 
des lapins, par inoculation intra-oculaire, n’est pas la meilleure. 
Nous avons utilisé la voie cérébrale pour éprouyver la résistance 
des animaux immunisés, et les résultats ont monitré d'une 
maniére indubitable qu’il existe une parfaite immunité croisée 
entre les virus rabiques classiques et le virus de la maladie 
d’Oulou-fato (2). 

Levaditi, Nicolau et Schoen (3) ont! réussi, en 1926, & trams: 
former une souche de virus du chien fou en virus fixe, aprés un 
grand nombre de passages. Une deuxiéme souche; soumise:au 
passage de cerveau & cerveau en série, s’est montrée entre les 
mains de ces auteurs, « non mulable », méme aprés quarante- 
deux passages sur le lapin. Une de ces deux souches, envoyées 
_par M. Remlinger (4), avait servi a cet auteur. pour: faire les: 
expériences d'immunilé croisée signalées: plus haut. 

L. Delpy, Cauvin et Riou (5), en 1929, ont observé & Gao: 


(1) Remuincer et Curasson. Loc. cit. 

{2) Nrcotav, Matnis et Constantinesco. Bull. Soc. Path. exot., 24, 1934, p. 934. 
(3) Levapitr, Nicorau et Scnorn. Ces Annales, 40, 1926, p. 973. 

(4) Remrinorr. Ces Annales, 40; 1926, p.1070. 

(5) Detpy, Cavvin et Riov. Bull. Soc. Path. exot., 22, 1929, p. 631 
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(Soudan francais) un cas de rage’ provoquée chez l'homme 
par la morsure d'un chien fou, et un autie:chez un guépard 
mordu: également par un animal atteint d’Oulou-fato. Pour’ 
M. Leger, la preuve n'a pas été faite: que Jes’ deux animaux 
mordeurs:n’avaient pas été mordus eux-mémes par un’ chien 
atteint de la rage classique importée d’Europe. D'aprés lui, on 
doit admettre qu’a cété de la rage des rues européenne, 
importée sur la céte d'Afrique, il existe une souche locale non’ 
susceptible de contaminer (homme. Ce virus des rues, non 
dangereux pour homme, existerait'non seulement en Afrique 
occidentale frangaise, mais aussi en Afrique équatoriale. A 
Vappui de la thése de Vinnocuité de l’Oulou-fato pour Vhomme,, 
A. Leger (1) rapporte, en 1929, les observations de 4 Européens 
mordus par des chiens enragés et qui n'avaient pas contracté la 
rage. De ces 4 chiens mordeurs, l'un est déclaré chien errant, 
atteint dOulou-fato; les propriélaires des 3 autres étaient 
connus. Mais il n’est pas fait la preuve que ces chiens étaient 
réellement des chiens fous et n’avaient pas été contaminés par 
le virus rabique classique. Pour A. Leger, le virus de l’Oulou- 
fato aurait Ja propriété de ne pouvoir étre conservé sur lapin, 
carilse perd au bout d'un certain nombre’ de passages. 

Remlinger (2), en 1930, s’éleva fortement contre les conelu- 
sions que A. Leger a tirées de ces observations. I] rappelle 
qu’avant Ja découverte de la vaccination antirabique la mor- 
talité chez les personnes mordues par’ des animaux enragés 
oscillait, suivantle siége, le nombre et la gravité des morsures, 
entre 12 et 58 p. 100, c’est-a-dire que de 42 & 88 personnes 
sur 100 échappaient a la maladie. Des faits négatifs rapportés 
par A. Leger, on ne saurait donc conclure que le virus souda~ 
nais est un virus rabique spécial, non transmissible du chien & 
homme par morsure. 

Le fait que les virus des rues du Soudan puissent perdre leur 
virulence pour le lapin au cours des passages’ doit étre admis 
sous réserve. Heckenroth avait également soutenu que le virus 
fixe de l'Institut Pasteur de Paris subissait au Sénégal de grandes 
variations. Or, les expériences entreprises par Remlinger et ses 


(1) A. Lécer. Bull. Suc. Path, exot., 22, 1929, p. 907. 
(2) Remeincer. Bull. Sov. Path. exot., 23, 1930, p. 167. 
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collaborateurs ne sont pas en faveur de ces différences de com- 
portement. Il est permis de supposer que les expérimentateurs 
qui ont échoué a fixer le virus de l’Qulou-fato sur lapins auraient 
réussi s’'ils avaient 616 placés dans des meilleures conditions. 

On ne peut, croyons-nous, mettre en doute l’authenticité du 
virus indiggne avec lequel Remlinger et Curasson ont procédé 
a leurs expériences d’immunilé croisée. Ce virus a été recueilli 
avec toutes les garanties possibles. Sison authenticité est con- 
testée, le méme doute pourrait se manifester pour n importe 
quel virus provenant du chien fou, et on n’arrivera jamais i 
une solution de la question. Quoi qu’il en soit, du point de vue 
pratique, les partisans de la dualité du virus rabique doivent 
se rallier 8 ceux qui soutiennent son unicité, car étant donnée 
Vimpossibilité de savoir si une personne a été contaminée par 
un chien fou ou par un animal atteint de la rage classique, il 
sera toujours prudent de la soumettre & la vaccination anti- 
rabique. 

P. Dabbadie (1) est venu apporter une observation qui plaide 
en faveur de la thése de l'unicité. Il a pu procéder en Haute 
Volta & des inoculations expérimentales avec un virus rabique 
autochtone. Pour l’auteur, il s’agit bien d'un chien fou, car il n'y 
aurait jamais eu, & Ougadougou, de chiens importés d’Europe. 
Le fait était facile & contréler dans une localité de 300 Euro- 
péens, située & plus de 100 kilométres du chemin de fer, et a 
plusieurs centaines de kilométres de la céte. 

Pour M. Leger (doc. czt.), les observations de Dabhadie ne sont 
pas convaincantes, car on ne sait pas sil’ Européen mordu, soumis 
par lasuite au traitement antirabique, aurait ou non contracté 
la rage. Mais cette objection u’aurait aucune valeur, d’aprés 
Remlinger, puisque nous savons que, méme dans le cas de rage 
classique, toutes les personnes mordues méme non traitées, ne 
contractent pas la rage. M. Leger trouve également insuffisants 
les 3 passages faits sur lapins et sur cobayes par Dabbadie. Le 
travail de Curasson et Dischamps [1931] (2) répond a cette 
objection. Avec le virus du chien fou de Dabbadie, ces auteurs 
ont réussi a faire 11 passages successifs sur cynocéphales, pas- 


(1) P. Danpapig. Bull. Soc. Path. exot., 23, 1930, p. 837. 
(2) Curasson et Discnames. Bull. Soc, Path. exot., 24, 1931, p. 154. 
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sages qui se sont échelonnés du 19 uécembre 1929 au 30 mars 
1930, sans modification de la virulence de la souche. La mort 
survenait réguliérement de huit & dix jours; aprés le douziéme 
passage sur cynocéphale, le virus s'est montré nettement 
virulent pour le lapin, puis pour le cobaye. Ils sont done 
d’avis que leurs expériences constituent un nouvel argument 
en faveur de i’unicité du virus rabique en Afrique occidentale 
francaise. 

Ajoutons que dans un travail récent Delorme (1) étudie une 
épizootie de rage observée 4 Kindia (Guinée frangaise). Pour 
Vauteur, le nombre de chiens importés d’Europe est certaine- 
ment la principale cause de l’extension de la rage en Guinée. 
L’étude histo-pathologique de cerveau de certains « chiens 
fous » a permis & Delorme d’affirmer la présence de corps de 
Negri dans les neurones de Ja corne d’ Ammon. 

De la lecture de l'ensemble des travaux publiés sur |'‘Oulou- 
fato, on acquiert la conviction que la maladie du chien fou est 
une rage canine. Cliniquement, il est impossible de faire un 
diagnostic différentiel avec la rage telle qu’on l’observe en 
Europe. L’argument tiré du fait que le virus du chien fou n’a 
aucune tendance a se fixer sur lapins repose sur des expériences 
pratiguées dans de mauvaises conditions. Le fait de Vinnocuité 
du virus du chien fou pour ‘homme, méme si cette innocuité 
était presque la régle, ne prouverait pas quil s’agisse d’un 
virus autre que celui de la rage. On pourrait méme admettre 
qu'il existe plusieurs souches d’Qulou-fato, dont certaines, 
rares, seraient transmissibles a l'homme (cas de Cavasse, et le 
cas décrit par nous plus loin), tandis que les autres ne le seraient 
pas; en réalité, nous croyons que le virus d’Oulou-fato est un 
virus rabique de virulence alténuée, et gue les rares infections 
rabiques humaines occasionnées par les morsures de chiens 
fous seraient redevables plutdét & la réceptivité particuliére de 
quelques-uns des sujets mordus qu’a l’agressivité des germes. 
Nous discuterons & nouveau cette question aprés avoir exposé 
nos propres recherches expérimentales sur ce virus. 


(1) Devorms. Bull. de Acad. de Méd., 106, 1931, p. 103. 
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Origine du virus de chien fou 
ayant servi dans nos expériences. 


La question du virus du chien fou se trouvait toujours en 
discussion, lorsqu’il nous a été donné de pouvoir commencer 
Vétude d'une souche, isolée par l’un de nous & Dakar. Mais, 
alors que les expérimentateurs qui nous ont précédés avaient 
prélevé les centres nerveux sur le cadavre d’un chien, l’origine 
de notre virus provient d’un cas humain. Le 10 janvier 1931, 
un enfant agé de quatre ans était évacué de Matam (Sénégal), 
sur | Institut Pasteur de Dakar. Il avait été mordu le 21 décembre 
{930 par un chien indigéne errant. L’administrateur de Matam 
nous affirme de la facon la plus formelle quil n'existe aucun 
chien européen importé. L’enfant, qui présentail deux morsures 
assez profondes al avant-bras gauche, commencea le traitement 
le 10 janvier 1931, le jour de son arrivée a l'Institut Pasteur 
de Dakar. Jusqu’au 26 janvier, on ne remarqua chez lui rien 
d’anormal. ‘Il était gai et il jouait. Vers 11 heures de ce jour, 
il donna dessignes d'une agitation inaccoutumée se traduisant 
par une envie de courir. Il mangea ce jour-li comme d’habi- 
tude, mais on s’apercut que la déglutition des liquides entrai- 
nait une certaine constriction du pharynx. Dans la soirée, il 
accusa une soif intense, mais refusa de boire. I] se coucha sans 
trop d’agitation et mourut dans la nuit sans attirer l’attention 
deses voisins de lit quine constatérent sa mort qu’a leur réveil. 
Cette mort subite surprit beaucoup les médecins de lhépital. 

L'autopsie fat pratiquée aussitét et un fragment du bulbe fut 
immergé dans de la glycérine. 

Des coupes a la paraffine ont été faites en plusieurs régions 
de ’encéphale de cet enfant. Il nous a été difficile de faire une 
étude compléte de ces coupes, les circonstances et les moyens 
techniques n’étant pas propices. Malgré tout, dans certaines 
coupes passant par la corne d’Ammon, nous avons rencontré 
des corps de Negri caractérisliques, de petites dimensions. 
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Etude expérimentale. 


Huit jours aprés l’autopsie de l'enfant, une émulsion de son 
bulbe glycériné est inoculée sous la dure-mére d'un lapin, qui 
devient paralysé le treiziéme jour et meurt huit jours plus tard, 
c’est--dire vingt et un jours aprés l'inoculation. Un autre lapin, 
inoculé également dans le cerveau avec une émulsion de bulbe 
glycéviné provenant del’enfant mort, se paralyse le dix huitiéme 
jour et meurt treize jours plus tard, le trente et uniéme jour. 
Un passage fait — en partant du cerveau du premier animal — 
dans l’encéphale d'un nouveau Japin améne la mort en vingt 
jours, aprés deux jours d’état paralytique. Un fragment du 
cerveau de ce dernier animal est apporté & l'Institut Pasteur 
de Paris, ot nous avons étudié les propriétés de cette souche 
de virus d’Oulou-fato isolée chez homme. 

Disons dés maintenant qu il s’agit bien d’un virus rabique, 
parce que: 

a) Dans le protoplasme des neurones de la corne d’Ammon 
(et ailleurs), chez les lapins de passage, on constate la présence 
de nombreuses inclusions ayant plus d'une ressemblance avec 
les corps de Negri. Nous reviendrons sur les particularités de 
ces inclusions. 

6) L’inoculation de notre virus de chien fou, passé trois fois 
par le ceryeau de lapins, sous la dure-mére d’un fapin forte- 
ment immunisé contre la rage classique (et ayant déja résisté a 
plusieurs inoculations cérébrales de virus rabiques européens 
des rues), n’engendre aucun sympté6me morbide; l’animal 
survit tandis yue deux lapins neufs, témoins, inoculés par la 
méme voie et avec la méme émulsion de virus d’Oulou-fato, 
succombent tous les deux le dix-huitiéme jour, aprés un état 
paralytique de quatre jours, avec des altérations histologiques 
typiques dans le névraxe et des inclusions cytoplasmiques carac- 
téristiques au niveau de la corne d’Ammon. 
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Fixation du virus sur lapins. 


Nous donnerons quelques détails (1) sur le mécanisme de 
l’adaptation de ce germe & |’organisme du lapin et de sa trans- 
formalion en virus fixe. Précisons que nous acceptons le terme 
de « virus fixe » dans son sens pastorien : virus rabique dont 
l’inoculation sous-dure-mérienne confére au lapin une maladie 
dont l’incubation et ]’évolution se font en un nombre de jours 
peu variable, et ceci, sans rien préjuger quant au nombre et 
aux dimensions des corps de Negri. D’ailleurs, et comme nous 
le montrerons plus loin pour cette souche d’Oulou-fato, ces 
inclusions ne différencient pas d'une maniére catégorique les 
virus des rues des virus fixes, puisque, dans l’encéphale des 
lapins morts de la maladie produite par certains germes « fixés », 
il existe des corps de Negri, parfois en grand nombre, ainsi 
que l’a montré récemment l'un de nous en collaboration avec 
Kopciowska (2). 

Voici le point de départ de nos expériences faites 4 l'Institut 
Pasteur de Paris avec le virus d’Oulou-fato : 

Le 24 avril 1931, nous inoculons une émulsion du virus 
cérébral glycériné de lapin apporté de Dakar, dans le cerveau 
de 2 lapins; un de ces animaux meurt le lendemain d'une 
méningile septique, l'autre ne montre rien de particulier pen- 
dant plus de deux mois d’observation. ; 

Le 27 avril, le méme cerveau apporlé de Dakar sert & faire 
une é6mulsion qui est inoculée également 8 2 lapins, par voie 
sous-dure-mérienne ; résultats toujours négalifs. 

Enfin, le 4 mai, donc sept jours plus tard, nous inoculons 
encore 4 lapins avec ce méme virus africain glycériné 
2 lapins recoivent l’émulsion cérébrale sous la dure-mére, et 
2 dans les muscles de la nuque. Un des deux animaux inoculés 
dans le cerveau meurt vingt-trois jours plus tard; il a servi de 
téle de série pour tous nos passages. 


(1) Nicotau, Matars et Consrantinesco. C. R. de la Soc. de Biol., 440, 1932 
p. 433. : 


(2) Nicorau et Kopcrowska. C. R. de l'Acad. des Sc., 194, 1932, p. 1865. 


/ 
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On voit ainsi que le départ des passages a élé laborieux; et 
sans une certaine persévérance, toujours nécessaire dans ce 
genre de travail, nous aurions pu conclure — apres les deux 
premiéres séries d’inoculalions négatives — au manque de 
virulence du matériel glycériné apporté de Dakar. 

Donc, le germe puisé dans le bulbe de l’enfant mort de cette 
rage africaine, introduit dans le cerveau des lapins, 8 Dakar ou 
a Paris, a conféré la mort des animaux en vingt et un; trente 
et un, vingt et vingt-trois jours, aprés des périodes de para- 
lysie variant entre deux et treize jours (respectivement de huit, 
treize, deux et six jours). Dés lors, nous étions en possession 
du virus de chien fou passé trois fois, en série, par le cerveau 
des lapins. 

Le cerveau du troisiéme lapin de la série (celui mort & 
Paris en vingt-trois jours) sert & inoculer, toujours par voie 
sous-dure-mérienne, plusieurs animaux dont chacun constitue 
la téte d’une nouvelle lignée de passages qui seront continués 
pendant longtemps. Les lapins de l’une de ces séries meurent 
comme il suit : le premier en treize jours; les autres respecti- 
vement en vingt, dix-neuf, dix-huit et vingt-quatre jours; 
enfin, une émulsion d’un fragment d’encéphale du Japin mort 
en vingt-quatre jours (lapin 577K, le cinquiéme de cette ligne), 
inoculée dans le cerveau du lapin 623R, ne produit plus aucun 
symptome et l’animal survit. Reprise de la glycérine aprés un 
séjour de vingt jours a la glaciére, la substance cérébrale du 
lapin 577R s’est montrée toujours avirulente (1). Les lésions 
intenses histopathologiques du névraxe du lapin 577R ont 
montré que l’animal était bien mort de rage (v. fig. 26, p. 831); 
mais la faible activité pathogéne des germes inoculés a permis 
au tissu nerveux de supprimer totalement leur virulence, dans 
la lutte qui se traduisait morphologiquement par des réactions 
tissulaires trés intenses et au niveau desquelles les corps de 


(1) Les expériences de Perdrau et Dafano (J. of. Path. and. Bact., 30, 1927, 
p. 67), de Nicolau et Kopciowska (C. R. de la Soc. 'de Biol., 104, 1930, p. 965), 
ont montré que le virus herpétique, non décelable par inoculation, chez 
certains lapins morts dinfection « autostérilisée » en apparence, peut étre 
mis en évidence par inoculation cérébrale, apres un séjour a la glaciére 
dans de la glycérine. Ce processus de réactivation des germes a l'aide de 
la glycérine n’a pas pu étre reproduit par Nicolau et Kopciowska (C. R. de 
la Soc. de Biol., 104, 1930, p. 1139) dans leurs expériences sur le cerveau 
d’animaux morts de rage « autostérilisée ». 
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Negri élaicnt nombreux (4). Il\s’agit donc d’un cas d’autostéri- 
lisation mortelle de meuro-infection rabique (2). 

Une deuxitme lignée de passages s'est arrétée également, 
par le méme mécanisme d’autostérilisalion. 

D’autres séries de passages nous ont permis, par contre,ide 
transformer notre souche de virus des rues en virus fixe. 
Suivons les courbes tracées d’aprés lrois lignées de passages 
(fig. t). Le tracé A, irrégulier, représente une série de sept 
passages dont le dernier lapin a fait une encéphalo-myélite 
rabique autostérilisée. Le tracé B, composé de trente passages 
en ligne directe, présente une particularité: le quatriéme:pas- 
sage a été fait dans le cerveau d'un singe (Macacus rhesus) qui 
en est mort le vingtiéme jour. La courbe apparait au début 
irréguliére, le nombre de jours nécessaires pour amener la mort 
des animaux étant trés variable; plus tard, aprés le quinziéme 
passage et jusqu’au trentiéme, la souche, transformée ven 
un virus fixe, tue les lapins entre dix et douze jours. Le tracé C 
est le plus régulier; 4 partir du dixiéme passage, le virus 
devient fixe et tue les animaux en huit ou neuf jours, plus 
rarement en dix jours. Il est peut-étre intéressant de constater 
que les animaux de la lignée C meurent en général plus tot 
que ceux de la lignée B. Remarquons que tous les lapins utilisés 
dans ces expériences pesaient approximativement le méme 
poids (2.000 a 2.500 grammes); les émulstons inoculées étaient 


(t) Nrcotau et Gattoway (C. R. dela Soc. de Biol., 99, 1928, D. 674) ont été les 
premiers a démontrer la présence dinclusions dans des cas de neuro- 
infections autostérilisées, mortelles ou non, au cours de leurs travaux sur 
l'encéphalo-myélite enzootique. Par la suite, Remlinger a réussi 4 mettre en 
évidence des inclusions (corps de Negri) chez certains lapins morts de rage 
autostérilisée. Le cas relaté plus haut entre dans le cadre des infections 
rabiques autostérilisées avec présence d’inclusions spécifiques. 

(2) Les cas d'autostérilisation mortelle dans le domaine des infections 
neurotropes résultent évidemment de la lutte particuliérement intense menée 
par le tissu sensible contre les germes qu'on y introduit. Or, le systéme 
nerveux des lapins normaux est trés sensible vis-a-vis des virus rabiques 
habituels et n’arrive pas 4.s’en débarrasser parses réactions. Normalement, 
on le sait, les lapins font une rage mortelle avec présence de germes dans 
leur néyraxe. Force nous est done de conclure que, dans notre ‘cas d’auto- 
stérilisation mortelle, la souche de germes inoculés était beaucoup moins 
virulente que les souches rabiques habituelles et que le: manque d’agressivité 
du virus. a permis au tissu:sensible de s’en débarrasser. Ainsi, nous creyons, 
a l’encontre de lopinion de Remlinger (Bull. Soc. Path. exot., 25, 1932, p.2118), 
que la souche devirus de chien fou ‘en notre possession €tait A Lorigine une 
souche peu virulente. 
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faites de la méme manitre, ainsi que les inoculations, l’opéra- 
teur étant toujours le méme (Nicolau). Pourquoi cette diffé- 
rence ‘persistante d'incubation dans deux lignées de passages 
issues d’une méme souche? Le fait d’avoir introduit un singe 
dans les premiers passages de la lignée B aurait-il pu suflirea 
Vexpliquer? Ou's’agil-il d'un autre facteur, fortuit — peut: étre 
le comportement particulier (sensibilité plus ou moins accentuée) 


‘A (aulosterilisakon) 
. Toul T 


7,2, 4, 6. 8, 10 12 14 [6 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 
ASSES 


Fic. 14. — Montrant trois lignées de passages de cerveau a cerveau: 
lignée A, avortée; lignées B et C, transformation du virus des rues en virus fixe. 


d'un ou de plusieurs animaux dans une série de passages — 
pouvant imprimer au germe la tendance 8 se fixer avec un délai 
dincubation plus ou moins court? Quoi qu'il en soit, nous 
constatons qu’une méme souche de virus rabique a donné nais- 
cance a deux virus fixes : ’un tuant l’animal inoculé dans le 
cerveau en huit 4 dix jours, l'autre en dix 4 douze jours. 

Ces considérations mises a part, nous avons élabli une autre 
courbe (fig. 2) indiquant, sur 100 lapins, le nombre d’animaux 
morts aprés un nombre déterminé de jours. Ces 100 Japins 
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proviennent de la lignée B (du quinziéme au trentiéme pas- 
sage), de la lignée C (du dixitme au quarantiéme passage), ainsi 
que de deux autres lignées non inscrites dans la figure 4. On 
constate qu’un grand nombre de ces lapins inoculés sous la dure- 
mere avec notre souche de virus d’Oulou-fato fixe meurent le 
huitiéme et le neuviéme jour (54 p. 100) ; 17 p. 100 sont morts 
le dixigme jour; 8 p. 100 le onziéme jour; 6 p. 100 le septieme 


- Fie. 2. — Indiquant le nombre d’animaux morts aprés un nombre déterminé 
de jours, ala suite de l'inoculation cérébrale de virus fixe 4 100 lapins. 


ainsi que le douziéme jour; 5 p. 100 le treiziéme jour; 2 p. 100 
le sixiéme et 1 p. 100 le quatorziéme et le quinziéme jour. 


Le comportement des inclusions cytoplasmiques 
(corps de Negri) 
pendant la transformation du virus des rues en virus fixe. 


Au début des passages de notre sonche dans le cerveau des 
lapins, l'étude histologique de l’encéphale mettait en évidence 
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au niveau de la corne d Ammon, du noyau optique basal et de 
l’écorce, des corps de Negri volumineux, nombreux. La figure 3 
montre de tels corps. Nous reviendrons sur les caractéristiques 
des inclusions trouvées dans la maladie conférée au lapin par 
notre virus. 

Au fur et & mesure du nombre des passages sur lapins, dans 


“10 


Fic. 3. — Lapin 432R (le 3¢ passage de la lignée c), mort 23 jours apres 
Vinoculation sous-dure-mérienne de virus des rues: cellules nerveuses de la 
corne d’Ammon renfermant dans le cytoplasme de gros corps de Negri; 
n, noyau; c, corps de Negri volumineux, a structure complexe. Coloration 
Giemsa; gross. 1/1000. 


chaque lignée, lenombre et la dimension de ces inclusions ont 
diminué. Malgré cela, nous pouvons affirmer que leur taille et 
leur abondance dans le tissu nerveux n’est pas toujours en 
rapport avec la durée de la maladie. Ainsi, le lapin 652R, mort 
le quinzieme jour, présentait 21 inclusions pour 100 neurones 
comptés dans les deux cornes d’Ammon, et ces inclusions 
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étaient petites, les plus volumineuses atteignant environ 2-3 p. 
Par contre, le lapin 701R, mort le huitiéme jour, présentait: 
22 inclusions pour 100 neurones comptés aux mémes endroits, 
et les inclusions étaient pour la plupart trés volumineuses, 
atteignant parfuis la dimension de 8-10 ». Nous avons enre- 
gistré souvent de telles constatations. 

Aprés une vingtaine ou une trentaine de passages cérébraux 


Vv 


Cc 


Fic. 4. — Lapin 787 R (le 24¢ passage de la lignée C), mort 8 jours aprés l'inocu- 
Jalion cérébrale de virus five. Dans la rangée de neurones de Ja corne 
d’Ammon,on voit deux petits corps de Negri (c) dans le cytoplasme de deux 
cellules; v, petit vaisseau avec deux hématies dans sa lumiére. Colora- 
tion Giemsa ; gross. 1.000. 


en ligne directe, on rencontre rarement de gros corps de Negri 
dans la corne d’Ammon et dans l’écorce. Les inclusions qu’on 
y trouve sont rares, la plupart petites et dépourvues de plages 
chromatiques (fig. 4). Pourtant, il existe toujours une région 
ot. les corps de Negri restent nombreux et de dimensions 
importantes : c'est de noyau optique basal, d’ow ils ne dispa- 
raissent jamais. Ce fait’ ne doit pas surpendre, puisque l'un de 
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nous, avec M™ Kopciowska, a montré que des souches de virus 
rabique passées depuis des années et sur des centaines de 
lapins (souche DK), et méme depuis des dizaines d’années sur 
des milliers d’animaux (souche de virus fixe Pasteur), présentent 
d’une maniere constante des corps de Negri dans le noyau 
optique basal (4). 

Nous avons établi plusieurs courbes qui montrent la dimi- 
nution du nombre des corps de Negri au niveau de la corne 
d’Ammon, au fur et & mesure des passages cérébraux de notre 
souche de rage. Les inclusions mises en évidence sur des 
coupes & la paraffine par la coloration au Giemsa lent (2) étaient 
comptées dans 50 neurones de chaque corne d’ Ammon. On a 
inscrit dans les courbes le nombre d‘inclusions cytoplasmiques 
trouvées ainsi chez chaque lapin de passage dans 100 cellules 
nerveuses de la corne d’Ammon. La courbe de la figure 5 
(lignée C) montre les variations quantitatives et qualitatives des 
corps de Negri dans une série de quarante et un passages de 
cerveau a cerveau, sur lapins. 

Nous avons tenu compte du volume des inclusions cytoplas- 
miques, en marquant sur la méme courbe les aspects sché- 
matiques. L’abscisse représente, pour chaque passage, le 
nombre de jours écoulés depuis Jlinoculation sous-dure- 
mérienne jusqu’a la mort de l’animal rabique; sur les ordon- 
nées a été marquée la fréquence des corps de Negri. Les 
chiffres inscrits horizontalement sur la ligne 105 indiquent le 
numéro d’ordre du passage; les chiffres placés au-dessous de la 
ligne 0 désignent le lapin rabique examiné. 

Li courbe de la figure 6, dressée de la méme maniére que la 
précédente, et qui représente la lignée de passage B, rassemble 
les résultats obtenus sur une série de 32 lapins. 

Deux autres courbes, dressées d’aprés deux autres lignées de 
passages, ont, & peu de choses pres, le méme aspect que les 
précédentes. 


Il est ainsi évident, gu'aw niveau de la corne d’ Ammon, le 


(1) Nrcovau et Korcrowska. C. R. de l’Acad. des Sc., 194, 1932, p. 1865. 
(2) Levavitr, Nicorau et Scnoren ont préféré cette coloration pour la 
recherche des corps de Negri dans les cas de rage produite aux lapins par 


ee de virus des rues en cours de fixation, Ges Annales, 40, 1926, 
Pais. 
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nombre et la taille des corps de Negri diminuent au fur et a 
mesure du nombre de passages faits dans une méme lignée. 
Mais cette constatation n'est valable que pour la corne d Ammon. 
La disparition des inclusions pendant le proupests de fixation 
dune souche de rage des rues ne se fait pas dune mamere 
paralléle dans toutes les régions de l'encéphale (1); les corps de 


re 


Fic. 7. — Lapin 787R (leméme lapin, mort de rage a virus fixe, de la figure 4). 
La figure montre une portion du noyau optique basal. L’abondance en corps 
de Negri et les fortes dimensions de ces corps contrastent avec la rarelé 
et la petitesse de ces inclusions au niveau de la corne d’Ammon; c¢, corps 
de Negri. Coloration Giemsa, gross. : 800. 


Negri persistent tres abondants au niveau du noyau optique 
basal, méme aprés la transformation du virus des rues en virus 


(1) Nicotau et Korciowska. C. R. de la Soc. de Biol., 442, 1933, p. 445. 


Crna ee 


a 
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fixe (fig. 7 et 8). Quelques chiffres illustrent cette affirmation. 
Le tableau de la figure 9 montre ce manque de parallélisme 
dams la diminution du nombre et des dimensions des corps de 
Negri dams la corne d’Ammon et dans le noyau optique 
basal. 

Comment trouver dans un cerveau de Japin cette derniére 
région ? 

Le schéma de Ja figure 10 montre la technique qu’on doit 
suivre pour avoir sur les coupes d’encéphale le noyau optique 
basal. 


En résumé, la souche de virus d’Oulou-fato isolée par nous 


SAS TAN TIN, 


in V n it HE 


Fic. 8. — Méme lapin que dans les figures 4 el 7; aspect du noyau oplique 
basal n; i, infundibulum ; v, processus de périvascularite ; /, tractus 
oplique. Coloration Giemsa, gross. : 40. 


chez Lhomme se montre au début des expériences peu virulente 
pour le lapin : en effet, on serappelle les échecs essuyés au com- 
mencement des essais dalaptation de cette souche au névraxre 
de cette espéce animale, ainsi que les deux arréts, par « neuro- 
infection mortelle autostérilisée », de deux de nos séries de pas- 
sages. 

Une fois ce virus des rues transformé en virus fixe, il se 
montre assez pathogéne pour conférer, ad coup sur, apres intro- 
duction par vore cérébrale, la maladie mortelle en série. En nous 
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mettant dans des conditions particuliéres, nous avons réusst & 
obtenir d'une méme souche de virus des rues, deux virus fixes: 
l'un tuant le lapin inoculé dans le cerveau, en huit a dix jours, 


No. des Lignée Numero |Corps de Negri| Corps de Negri|Lapin 
lapins pour 100 neu- 
a rones de la rones du noyau|en.... 
corne d'ammon.| optique basal. 


Aspect | Nombre! Aspect | Nombre 
To oe 


Sooo 
SUR CSGERA OE 


Fic. 9. — Tableau montrant le manque de parallélis ne dans Ja diminution 
du nombre et des dimensions des corps de Negri dans la corne d’Ammon 
et dans le ganglion optique basal. 
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autre en dix a douze jours. Les cerveaux des lapuns morts de la 
maladie expérimentale conférée par voie sous-dure mérienne 
présentent des corps de Negri. Le nombre et la dimension de ces 
inclusions, au niveau de la corne d’ Ammon et de Vécorce, nest 


CTT TTT 


Fic. 10. — Schéma montrant Ja technique a suivre 
pour avoir_sur les coupes d’encéphale le royau optique basal. 


Cerveau de lapin. — Les trois premiers schémas représentent la maniére de 
faire les sections (zone hachurée) pour avoir sur la méme coupe et la 
corne d’Ammon et le noyau optique basal. I, II et IIT: A., partie antérieure 
du cerveau; P., partie postérieure; N. O., nerf optique; Ch. O., chiasma 
optique; Tr. O., tractus optique; F.rh., fissure rhinale. IV : coupe du cerveau 
au niveau de la zone hachurée dans les trois premiers schémas ; Ftsi I, 
fissure saggitale latérale; C. Am., corne d’Ammon ; V.1., ventricule latéral; 
P. ch., plexus choroide; V. III, troisieme ventricule ; N. Th., noyaux thala- 
miques; i, infundibulum’; Tr. o., tractus optique; G. o. b., noyau optique 
basal. 
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pas en rapport avec la durée de l incubation de la maladie; mais, 
au fur et d mesure des passages en série, les inclusions dimi- 
nuent en taille et nombre. Au niveau du noyau optique basal, 
méme apres quarante passages cérébraux en ligne directe, et 
alors que le virus est firé depuis longtemps, les corps de Negra 
restent nombreux, gros, et présentent la structure interne carac- 
téristique. Ce fait n'est pas lapanage de cette souche particu- 
liére, puisquil a été constaté antérveurement par Nicolau et 
Kopciowska a l'occasion de Uétude dautres souches de virus 
rabuques. 


Quelques propriétés du virus. 


Les propriétés de notre virus d’Oulou-fato sont celles des 
virus rabiques. Selon qu’on s’adresse au germe initial, peu de 
temps aprés son isolement de l’organisme humain, ou au virus 
fixé sur le lapin, ses propriétés sont celles d'un virus des rues 
peu virulent, ou d’un virus fixe de virulence normale. Pour ces 
raisons, notre exposé sera bref dans ce chapitre. 


A. Comme tout virus rabique, le germe étudié par nous est 
invisible (1) et non cultivable dans les milieux habituels. 


B. Cenrrirucation. — La centrifugation trés forte d’une 
émulsion de cerveau diluée au 1/25 (lapin mort le vingt- 
troisitme jour aprés l’inoculation sous-dure-mérienne, et 
constituant le quatriéme passage d'une lignée de passages céré- 
braux) pendant trente minutes, n’enléve pas au liquide super- 
ficiel ses propriétés pathogénes. 


C. Ditutions. — La dilution des émulsions cérébrales viru- 
lentes de notre virus donne des résultats différents, selon qu’on 
s'adresse au virus des rues ou au virus adapté et fixé sur le 
lapin. 

1° Verus des rues. — Le cerveau d’un Japin de passage — 
le quatriéme dans sa série, mort le vingt-troisisme jour apres 
inoculation cérébrale — sert & faire une émulsion au 1/25 


(1) Nous considérons les inclusions dans la rage comme une réaction de la 
cellule vis-a-vis du germe invisible. 
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dans de l’eau physiologique. On la centrifuge légérement pour 
la débarrasser des grosses particules en suspension, et le 
liquide superficiel, considéré comme dilution au 1/25, sert a 
faire des dilutions progressives, toujours dans de l’eau physio- 
Jogique. Plusieurs Japins inoculés sous la dure-mére avec ces 
dilutions ont fourni les résultats suivants : les dilutions — 
au 1/100, au 1/250 et aw 1/500 ont conféré aux animaux la 
rage mortelle; les dilutions au 1/1.000, au 1/2.000 et au 4/5.000 
se sont montrées dépourvues de pouvoir pathogéne. Ce titre 
bas (1/500) est pour nous une preuve de plus de la virulence 
atténuée de notre virus des rues. 

2° Virus fixe. — Au dix-huititme passage sous-dure-mérien 
d'une lignée, la dilution de la substance cérébrale d'un lapin 
mort le huitiéme jour nous a fourni les résultats suivants : les 
émulsions diluées au 1/500, au 1/1.000, au 1/2.000, au 1/4.000 
et au 1/8.000 se sont montrées virulentes; les dilutions 
au 1/10.000 ec au 1/20.000, avirulentes. 

Deux autres expériences, faites avec le virus fixé sur le lapin 
aprés un nombre beaucoup plus grand de passages, nous ont 
fourni des résultats encore plus intéressants. Les cerveaux qui 
ont servi 4 faire les émulsions provenaient : le premier, du 
lapin 988R (le quarantiéme passage de la lignée C), le 
deuxiéme, du lapin 987R (le quarantiéme passage de la 
lignée D). Le germe rendu trés virulent par passages répétés 
sur lapins tuait les animaux inoculés dans le cerveau en huit 
a neuf jours. Les dilutions faites d’aprés la méme technique 
que pour le virus des rues, mais poussées Jusqu’a 1/4.000, 
1/8.000, 1/10.000, 1/12.000, 1/16.000 et 1/20.000, ont été 
inoculées également sous la dure-mére des lapins. Nous avons 
constaté que méme la derniére dilution (41/20.000) s'est mon- 
trée virulente dans les deux expériences. 


D. Firrration. — Plusieurs expériences de filtration, faites 
a travers des bougies L1 et L3, a Vaide du virus des rues et du 
virus fixe, ont donné des résultats négatifs. 


E. AcTION DE LA GLycérine. — La glycérine pure, a la tempé- 
rature de la glaciére, supprime assez vite la virulence des 
germes des rues (trois & quatre semaines). Parfois, ce méme 
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virus perd en partie seulement ses propriétés pathogénes au 
contact de la glycérine, & la glaciére, au bout de quatorze 
jours. 

Voici le résumé d’une expérience qui montre cette perte 
partielle de la virulence de notre souche de virus des rues, tout 
en mettant en évidence la sensibililé différente des espéces 
animales utilisées : 

Un fragment du cerveau du lapin 657R (mort le dix-huitiéme 
jour apres linoculation cérébrale; 4° animal d’une lignée de 
passages cérébraux) est conseryé a la glaciére dans de la glycé- 
rine pendant quatorze jours. A ce moment, on en fait une 
émulsion dans de l'eau physiologique, qu'on inocule 4 plu- 
sieurs espéces animales avec les résultats suivants : 

1° Chien 21, poids, 6 kilogr. 500; inoculé dans le cerveau. 
Résultat négatif. 

2° Cog 9, inoculé dans le cerveau; sacrifié le cinquante- 
cinquiéme jour, sans avoir présenté 4 aucun moment des symp- 
témes morbides; examen histologique du névraxe et passage 
dans le cerveau d’un lapin, négatifs. 

3° Rats 87 et 82, inoculés dans le ceryeau. Résultats néga- 
tifs. 

4° Souris 43, 44 et 45, inoculées sous la peau; résultats 
négatifs. 

5° Lapins 680R et 681R, inoculés dans le cerveau. Sans 
avoir présenté aucun symptome, le lapin 681 R est sacrifié le 
cinquante-septiéme jour; examen histologique du’ névraxe et 
passage dans le cerveau d’un lapin, négatifs. Le lapin 680R, 
amaigri, mais n’ayant pas présenté de troubles nerveux, est 
sacrifié le vingtsixitme jour. Modifications histologiques 
minimes dans Vencéphale et dans la moelle, mais présence de 
tres gros corps de Negré tant dans les cornes antérieures et pos- 
térieures de la moelle que dans l’encéphale au niveau de la 
corne d’Ammon, de l’écorce et du noyau optique basal. Lésions 
intenses destructives et dégénératives dans les ganglions 
spinaux, ou l’on trouve aussi des corps de Negri. Un passage, 
[ait en partant du cerveau de cet animal, dans le cerveau d'un 
lapin neuf, occastonne une rage typique mortelle en seize jours. 

6° Cobayes 4, 5 et 6, inoculés dans le cerveau. Les deur 
premiers meurent de rage (confirmation histologique), le troi- 


er 
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siéme survit. En parfait élat de santé, on sacrifie ce troisiéme 
cobaye au bout de cinquante-sept jours. Absence de lésions du 
névraxe, absence de virus rabique (1). 

Deux conclusions se dégagent de cette expérience : 

a) La glycérine atlénue assez vite (quatorze jours) le germe 
dela maladie d'Oulo-fato a Uétat de virus des rues; 

b) Le cobaye et le lapin sont plus sensibles & “action patho- 
gene de notre virus, que le rat, la souris, le chien et le coq. 

Le virus fixé sur les lapins est de beaucoup plus résistant & 
Paction atténuante de la glycérine. Nous avons trouvé virulents 
des fragments de cerveau de lapins de passage, conservés 
dans ces conditions pendant plusieurs mois (2) [trois & quatre 
mois}. 


F. Erecrropuortse. — A l’exemple du virus rabique clas- 
sique (3) et des autres ultra-virus neurotropes (4), nous avons 
soumis le germe de Ja maladie du chien fou a |’électrophorése. 
Les parlicules gui lui servent de support dans des émulsions 
cérébrales virulentes & pH 7,2, se dirigent sous l’influence du 
courant électrique vers le pole positifde l’appareil. Elles sont done 
électro-négatives [Appareil de Todd modifié par Nicolau (5)). 


Expérimentation sur les animaux. 


A. Lapin. — La symptomatologie de la maladie présentée 
par les lapins inoculés avec notre souche ‘d’Oulou-fato différe 
selon qu’on s'adresse au virus primitif (des rues) ou au virus 
fixé. Chez les animaux infectés par voie sous-dure-mérienne 
avec le wirus des rues, on constate la présence presque cons- 
{ante de deux symplomes qui font défaut pendant la maladie 


(1) Dans le cerveau de cet animal, l'un de nous a trouvé un parasite que 
létude a permis d’assimiler provisoirement aux toxoplasmoses (Nicoxauv. 
C. R. de la Soc. de Biol., 140, 1932, p. 676 et 763). 

(2) Dans notre glaciére électrique et dans de la glycérine pure, nous avons 
pu conserver des souches de virus rabique pendant plus d’un an (Nicoxau et 
Korciowska. 0. R. de la Soc. Biol., 104, 1930, p. 1139). 

(3) Nicotau et Korciowska. ©. R. de la Soc. Biol., 104, 1920, p. 1142. 

(4) Nicorau et Korciowska. C. R. de la Soc. Biol., 104, 1930, p. 1136; 108, 1931, 


. 364. 
(5) Nicorau et Korciowswa. C. R. de la Soc. Biol., 104, 1930, p. 290. 
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conférée par le virus fixe : il s’agit d'une période d'excitation 
qui précéde de quelques jours la phase paralytique, et de phé- 
nomenes de contracture localisée ou généralisée, pouvant 
donner & l’animal la rigidité d'un morceau de bois. Pendant la 
phase d’excitation, l’animal sorti de sa cage se met & courir 
avec de grands bonds; durant sa course désordonnée, il butte 
contre les obstacles. Chez certains lapins infectés avec ce méme 
virus des rues, nous avons constalé des automutilations au 
niveau des extrémités, des grincements de dents, de la sialorrhée, 
des convulsions épileptiformes. Presque toujours, la parésie des 
muscles lombaires précéde celle du train poslérieur. La tétra- 
plégie s’ensuil, et la mort survient deux, trois ou quatre jours 
plus tard. La maladie peut durer de trois a six jours, exception- 
nellement jusqu a onze jours. 

Par contre, le virus, une fois fixé, confere une rage paraly- 
tique pure, type de rage mue, de courte durée: |’animal 
montre les premiers symptémes d'incoordination motrice et 
de parésie, vingt-quatre & quarante-huit heures avant la 
mort; dhabitude, l'état de paralysie ne dure pas plus de vingt- 
quatre heures. 

La caractéristique la plus importante de ce virus des rues 
africain est sa fazble action pathogéne. Inoculé sur la peau 
épilée, rasée et scarifiée, il tue seulement 2 sur 3 lapins infectés ; 
et sur ces 2 lapins morts de rage (contrdle histologique positif), 
un seul renferme le virus dans le ceryeau, la neuro-infection 
s'étant autostérilisée dans l'autre animal. : 

Introduit dans le testicule, il se montre dépourvu d'action 
pathogéne (trois inoculations négatives). 

Par voie intramusculaire, sous forme d’injection de 2 cent. 
cubes d’émulsion dans les muscles de la nuque, ce virus tue, 
tres tardivement, 2 lapins sur 3 (en quatre-vingt-sept et quatre- 
vingt-douze jours). 

Liinoculation de quelques gouttes dans la chambre posté- 
rieure de (eit donne la mort a 2 lapins sur 4. 

Le badigeonnage de la cornée scarifiée avec une émulsion 
cérébrale épaisse virulente engendre la maladie mortelle en 
vingt et dix-neuf jours. 


aM ah Sane 
Liinjection intraveineuse (4 cent. cubes d’émulsion) tue de 
méme en trente-six et trente -huit jours. 
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Liinoculation intrasciatique confére la mort des lapins en 
vingt, vingt et un et vingt-sept jours. 

Septinévrite. — On sait que dans la rage des rues d'Europe 
conférée au lapin. la septinévrite (1) est constante (2). I n’y a 
que le virus fixé sur cette espéce animale qui parait avoir perdu 
ea partie la propriété de progression centrifuge le long des 
nerfs, ainsi que l’ont montré précédemment Nicolau et Serba- 
nesco (3). La dissémination centrifuge de notre virus des 
rues dans le systéme nerveux périphérique, aprés inoculation 
sous-dure-mérienne, se fait d'une maniére inconstante, voire 
méme exceptionnelle. Mais, tandis que, dans le cas du virus 
fixe, la carence dans la production du phénoméne de septiné- 
vrite est due a l’adaptation prolongée et accentuée des germes 
pour le névraxe, dans le cas de notre virus d’Oulou-fato des 
rues, cette carence est provoquée par la faible virulence des 
germes. Ce fait est mis en évidence par la constatation que la 
dilution au dela de 1/500 leur enléve l’activité pathogéne. Nous 
avons fait plusieurs expériences pour étudier la septinévrite 
occasionnée par notre virus des rues dans l’organisme du lapin. 

Dans deux expériences, des émulsions de nerfs périphériques 
(scialique, brachial) provenant de deux lapins morts respective- 
ment le vingt-troisiéme et le dix-neuviéme jour aprés |’inocu- 
lation cérébrale ont été introduites dans le cerveau de plusieurs 
lapins (avec l’émulsion de chaque nerf, on inoculait deux lapins). 
Tous ces lapins ont survécu sans montrer de symptomes mor- 
bides. Dans ces deux expériences, le névraxe des animaux sur 
lesquels on avait prélevé les nerfs était bien virulent, puisque 
des inoculations cérébrales aux lapins l’avaient prouvé, mais 
leurs nerfs périp hériques se sont montrés dépourvus de germes. 

Dans une autre expérience, malgré la virulence du cerveau 
et de la moelle d’un lapin mort vingt-deux jours aprés l’ino- 
culation cérébrale, les nerfs brachiaux se sont montrés dépourvus 
de virus, tandis que |’é6mulsion de sciatiques a tué un lapin 
sur deux inoculés par voie sous-dure-mérienne. 

Enfin, dans une derniére expérience, nous avons trouvé une 


(1) Nrcotau, Dimancesco et Gattoway. Ces Annales, 43, 1929, p. 1-88. 

(2) Nrcorau et Gattoway. C. R. de la Soc. Biol., 98, 1928, p. 31; Nicovau et 
Mavessco. C. R. de Acad. Sc., 186, 1928, p. 1072. 

(3) Nicotau et Virg. Szrsangsco. C. R. de la Soc. Biol., 99, 1928, p. 294. 
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faible virulence des nerfs brachiaux, et une virulence nulle 
des sciatiques. 

Ces résultats ajoutés & ceux relatés précédemment quant a 
l’action des dilutions et de la glycérine sur Ja virulence de notre 
souche, ainsi qu’aux cas d’autostérilisation du virus dans l’or- 
canisme du lapin, montrent bien que la souche d’Uulou-fato en 
notre possession avait au début des expériences, alors qu'elle 
se trouvait a l’état de virus des rues, une faible virulence. 

Distribution des germes dans Vorganisme des lapins aprés 
inoculation intracércbrale du virus des rues. — Cette distribution 
étant fonction de la virulence des germes et du phénoméne de 
septinévrite s’est montrée, dans nos expériences, différente de 
celle du virus des rues classique : introduit sous la dure-mére, 
notre virus des rues est retrouvé aprés la mort de l’animal dans 
le cerveau et dans la moelle seulement. Exceptionnellement, 
il peut étre mis en évidence dans les gros troncs nerveux (bra- 
chial et sciatique; voir septinévrite). A l'aide des inoculations, 
on ne peut le trouver ni dans les glandes salivaires, ni dans 
les capsules surrénales, ni dans le pancréas, ni dans la rate, 
ni dans le foie, ni dans les reins, ni dans les testicules, nidans 
la moelle osseuse. Recherché plusieurs fois dans le sang des 
animaux agoniques ou post mortem, il y faisait régulitrement 
défaut. 

En réalilé, nous pensons que le virus doit exister au niveau 
des filets nerveux périphériques, dans les plexus nerveux ainsi 
que dans les microganglions nerveux intraviscéraux, mats en 
trés petite quantité; comme les petites quantités de ce germe 
n’ont plus d'action pathogéne (voir dilutions), on ne peut pas 
les mettre en évidence par l’inoculation d’émulsions de nerfs 
ou d’organes dans l’encéphale d’animaux neufs. Cette interpré- 
tation se trouve vérifiée d’ailleurs par certaines constalations 
histologiques que nous relaterons plus loin. 


B. AcrioN PATHOGRNE DU VIRUS D'QULOU-FATO SUR DIVEKSES 
ESPECES ANIMALES. — Le virus des rues inoculé dans l’encéphale 
du singe (Macacus rhesus) confére une rage mortelle. L’animal 
présente les premiers symplomes d’ ndocnliunuicn dix-sept 
jours apres l'infection. On constate plus tard de la mastication 


a vide, de la sialorrhée intense, des parésies, des paralysies, 
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La mort survient deux & quatre jours plus tard. Il nous a été 
donné de constater de l’automutilation : un animal, seul dans 
sa cage, s'est fait pendant’sa maladie des morsures profondes et 
multiples aux extrémités des membres antérieurs et de l’avant- 
bras. 

Le méme virus des rues, inoculé dans l’encéphale, tue les 
cobayes en onze & quatorze jours, les rats en onze & quatorze 
jours également, les sowris en neuf a onze jours; introduit sous 
la peau de cette derniére espéce animale, il reste parfois sans 
effet. 

Le virus fixé sur lapins, introduit par voie sous-dure- 
mérienne, tue les chiens en huit jours, les cobayes en six & 
huit jours, les rats en dix & douze jours, les poules entre vingt- 
cing et trente jours; des souris inoculées sous la peau peuvent 
ou échapper & la maladie et survivre, ou mourir de rage en 
quinze a dix-huit jours. 


Anatomie pathologique. 


ASPECT MAcRoscopigus. — L’aspect macroscopique des organes 
d’animaux morts a Ja suite d’inoculation de notre virus est 
celui de la rage classique, avec cette différence que, parfois 
chez les lapins, la rate est légérement augmentée de volume. 
L’estomac, chez certains animaux, présente parfois les lésions 
lenticulaires que l’un de nous a décrites par ailleurs avec Gal- 
loway (1) dans l’encéphalo-myélite enzootique expérimentale ; 
mais ces altérations dues 4 l’autodigestion prennent naissance 
post mortem etse rencontrent dans d’autres maladies que celle 
du chien fou. 


Aspect microscopiguE. — Les altérations microscopiques du 
névraxe d animaux morts de notre rage africaine sont celles de 
la rage classique. Le seul point de différence est constitué par 
l’aspect des inclusions cytoplasmiques que nous avons étudié 
chez les especes animales suivantes : lapin, singe, chien, rat, 
souris, cobaye et poule. 


(1) Nicotau et Gattoway, Borna disease, etc... His Majesty’s Stationery 
Office, Londres, 1928. 


8410 ANNALES DE L'INSTITUT PASTEUR 


S/o. CONSTANTIN, 


I'te, 1', — Lapin 530R. Corps de Negr 
ganglionnaire siégeant dans le hile de 
Negri. Coloration Mann, gross. : 600. 


i dans une formation nerveuse 
la capsule surrénale; ec, corps de 
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Lapin. — Les lapins morts & la suite de l'infection conférée 
par voile cérébrale présentent dans Je systéme nerveux des 
{ésions rabiques. Il est done inutile de donner la description 
de ces lésions. Le seul point particulier dans les modifications 
histologiques est constitué par l’aspect des corps de Negri. 
Qu’on les considére au niveau de la corne d’Ammon, de 
l’écorce, des cornes postérieures de la moelle, ou des neurones 
des ganglions spinaux, Jes inclusions décelées dans Je systame 


z 


Fie. 12. — Lapin 522R. Pneumogastrique; 7, infiltration interstitielle a 
éléments mononucléaires; v, processus de périvascularite. Coloration 
Toluidine-Eosine, gross. : 140. 


nerveux des lapins infectés expérimenlalement avec le virus 
rabique d'Oulou-fato sont différentes quant a leur affinité 
tincloriale des corps de Negri classiques. Si l'on plonge dans 
le méme bain de colorant de Mann (éosine-bleu de méthyle) des 
coupes de cerveau de lapin mort de la maladie du chien fou et 
des coupes de cerveau d’animal mort de rage des rues clas- 
sique d'Europe, ces derni@res montrent — apres la différen- 
ciation spéciale — des corps de Negri trés rouges, bril- 
lants, tandis que les inclusions trouvées dans les premiéres 
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apparaissent presque toutes colorées en bleu, ou bleu-gris 
(V. fig. 1, pl. XIE). Tout a fait exceptionnellement et vers la 
base du cerveau (notamment au niveau du noyau optique 
basal), on rencontre de rares inclusions teintes en rouge. 
D'une maniére générale, nous pouvons affirmer que les corps 
de Negri chez les lapins inoculés avec notre souche de virus 
d’Oulou-fato ne se colorent pas en rouge avec la méthode de 
Mann (plus de 100 eas examinés). Avec le procédé de Giemsa 
prolongé, avec la toluidine-éosine, avec la méthode safran- 
bleu polychrome d’Unna, ces inclusions sont identiques & 
celles de la rage classique. Les corps de Negri de notre rage 


Fic. 13. — Lapin 423R. Neurone de la corne d’Ammon, en voie de dégéné- 
rescence, renfermant dans le cytoplasme deux corps de Negri; n, noyau 
ayant perdu le contour, réduit & deux masses de chromatine oxyphile; 
c, corps de Negri; s, cellules satellites, Coloration Giemsa, gross. : 1.000. 


spéciale gardent la propriété de ne pas prendre l’éosine dans le 
bain de colorant de Mann, méme apres la transformation du 
virus des rues en virus fixe. Sur certaines coupes de l’encé- 
phale colorées au Mann, nous avons réussi & distinguer parfois 
de tout petits corpuscules rouges, intra ou extra-cytoplas- 
miques, dont la dimension dépassait 4 peine la limite de la 
visibilité; il s'agissait probablement des corpuscules décrits 
dans la rage par J. Koch. 

Des corps de Negri colorés toujours en bleu (Mann) ont été 
trouvés dans les cellules de Purkinje du cervelet, dans les neu- 
rones des microganglions siégeant dans le hile des capsules 
surrénales (fig. 11), dans le ganglion plexiforme, dans les for- 


‘ 


ONTO AY BY 
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mations nerveuses intra-pancréatiques, dans les neurones intra- 
parotidiens, et partout ot des neurones ont été mis en évidence 
au niveau des plexus nerveux et dans les viscéres. 

Ajoutons que les racines nerveuses, au niveau des ganglions 


Rp ore 


Zz 


+. CONSTANTIN. 


© 
Fic. 144. — Lapin 431R. Trois neurones dégénérés du bulbe, renfermant 
des corps de Negri; c, corps de Negri. Coloration Giemsa, gross. : 1.000. 


spinaux, et certains nerfs (pneumogastrique, splanchnique, filets 
nerveux intra-pancréatiques ou intra-cardiaques) ont moniré 
souvent sur nos coupes des processus intenses de névrite 
interstitielle infiltrative, descendante (fig. 12). La présence 
des inclusions au niveau des neurones intraviscéraux, ainsi 
Annales de UInstitut Pasteur, t. L, n° 6, 1933. 54 


814 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


que les figures de névrile interstitielle au niveau de certains 

troncs et filets nerveux, nous oblige & coneclure que notre 
4 s . ’ ; 

virus d’Oulou-fato, a l’exemple des virus des rues d'Europe, 


-@ CONSTANTIN. 


Fig. 15. — Lapin 432R (4, 2, 3) et lapim 562R (4 et 5); cellules nerveuses des 
ganglions spinaux, en état avancé de destruction, renfermant de nombreux 
corps de Negri; c, corps de Negri; i, cellules d’infiltration pénétrant dans 
le cytoplasme des neurones dont l'état de nécrobiose est manifeste; ca, cel- 
lules capsulaires; p, polynucléaire pénétré dans le proloplasme du neu- 
rone, Coloration Giemsa, gross. : : 1.000. 


produit dans lorganisme du lapin inoculé sous la dure-mére 
une septinévrite caractéristique. L’impossibilité de mettre en 
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évidence le virus dans les organes et parfois dans les nerfs, 
par inoculation de ces tissus dans le cerveau des lapins, est 
due a la faible virulence des germes dont la présence est 
attestée par les inclusions et par les lésions qu’ils engendrent 
sur place. 

Quel que soit Pendroit ot l’on étudie les corps de Negri dans 
Yorganisme du lapin infecté avec notre virus des rues, on 
trouve ces corps présentant des dimensions trés fortes; il nous 
a été donné d’en trouver dont Je diamétre le plus grand dépas- 
sait 12». A lintérieur de ces beaux corps, on constate la pré- 
sence des plages chromatiques caractéristiques. 

Ajoutons encore un fait d’observation : on alfirme cou- 


Fic. 16. — Lapin 522R, deux neurones du ganglion plexiforme, renfermant 
des corps de Negri; le neurone de droile, en état de dégénérescence 
oxyphile, est envahi par des cellules capsulaires (ca); p, polynucléaire 
pénétré dans le neurone; c, corps de Negri; n, noyau du neurone. Colo- 
ration Toluidine-Eosine, gross, : 1.000. 


ramment que, dans la rage, les corps de Negri existent 
seulement dans le cytoplasme des cellules dont | intégrité 
morphologique et tinctoriale est respectée; en d'autres termes, 
les inclusions de la rage n’exisleraient jamais & l’intérieur 
des cellules plus ou moins dégénérées, altérées. Certains 
auteurs ont puisé méme dans celte constatation des arguments 
qui tendent 4 prouver que le corps de Negri serait constitué 
par une ou plusieurs colonies de parasites ne pouvant se 
développer qu’a l’intérieur des cellules intactes. Dans nos 
préparations, nous avons trouvé souvent des cellules en état 
avancé de dégénérescence, contenant des corps de Negri 
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(v. fig. 13, 14, 15 et 16). Ce fait est-il une particularité de notre 
souche? Nous ne le croyons pas. Et l’argument tiré par ceux 
qui interprétent l’inclusion non pas comme une réaction de la 
cellule vis-a-vis du germe (constituée al’exemple « d'une perle » )s 
mais comme le parasite lui-méme déyeloppé en condition 
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Fic. 17. — Lapin 530R, lobe piriforme de l’encéphale; karyolyse des cellules 
gliales; d, début de dégénérescence; /, formes constituées par des amas 
de fragments de chromatine oxyphile, dégénérée; p, formes de dégéné- 
rescence simulant les polynucléaires; g, grains libres de chromatine 
oxyphile, dans le parenchyme cérébral. Coloration Mann, gross : 600. 


optima dans le cytoplasme du neurone non altéré, perd de sa 
valeur devant nos constatations. (V. fig. 13, 14,15 et 16, pl. XU.) 

Ajoutons encore le fait suivant : au niveau de |’écorce, ainsi 
que dans le lobe piriforme, chez les lapins morts de la maladie 


» od he 
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conférée par le virus des rues, on constale souvent la présence 
’ a - PA . . 
d'une altération spéciale des cellules gliales; la chromatine se 
z x a: FOG 
raréfie & l'intérieur du noyau, se condense en quelques blocs a 


U 
=O. CONSTANTIN, 
Ir m 
Fic. 18. — Singe. Microganglion nerveux dans le muscle cardiaque, Corps 


de Negri (c) et granulations oxyphiles dans le cytoplasme des neurones; 
vy, vaisseaux; m, muscle cardiaque. Coloration Mann, gross. : 400. 


affinité tinctoriale plus ou moins oxyphile. Ces blocs restent 
accolés d’abord & la membrane nucléaire; ensuite, disposés 
de maniére irrégulire, au nombre de 3, 4, ou plus, ils 
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donnent a la cellule dégénérée l’aspect d’un polynucléaire- 
Aprés la pyenose nucléaire de |’élément glial, on trouve des 
fragments libres de chromatine plus ou moins oxyphile dans le 
parenchyme cérébral. Sur certaines préparations, on assiste a 


Fic. 19. — Singe, formation nerveuse dans le parenchyme pancréatique ; 
ce, corps de Negri coloré en bleu (Mann); n, neurone renfermant des granula- 


tions oxyphiles; 7, cellules d’infiltration; p, parenchyme glandulaire. Colo- 
ration Mann, gross. : 700. 


tous les stades de cette dégénérescence spéciale de |’élément 
glial ; la figure 17 en montre quelques aspects. 

Singe. — Les lésions du névraxe des singes inoculés‘dans le 
cerveau avec notre souche de virus des rues sont celles de la 
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rage classique. On trouve en plus des lésions de névrite inters- 
titielle descendante des filets nerveux et des Iésions infiltra- 


Fic. 20. — Singe, filet nerveux avec trois neurones dans son trajet intrapan- 
créatique; /, filet nerveux; n, neurone dégénéré, avec un polynucléaire 
pénétré dans le cytoplasme; i, cellules mononucléaires dinfiltration inter- 
stitielle; p, parenchyme glandulaire pancréatique. Coloration Mann, gross. 
500. 


tives et dégénératives au niveau des formations nerveuses 
ganglionnaires intra-cardiaques (fig. 18), intra-pancréatiques 
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(fig. 19 et 20), intra-parotidiennes, intra-surrénales (fig. 21.) 
Présence de corps de Negri — colorés en bleu par le Mann — 
dans ces formations. Les inclusions intra-cytoplasmiques trou- 
vées au niveau de l’encéphale ont été bien étudiées surtout 


Fic. 24. — Singe, microganglion nerveux accolé a la paroi de la capsule 
surrénale; , neurone renfermant dans le cytoplasme des corps de Negri 
colorés en bleu (Mann); c, corps de Negri. Coloration Mann, gross. : 1.000. 


chez le singe n° 3 (Macacus rhesus, v. page 790.) Des coupes 
de cerveau ont été faites & plusieurs niveaux : écorce fron- 
tale, pariétale, occipilale, corne d’Ammon, mésocéphale, 
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noyaux centraux ; on a fait aussi des coupes du bulbe, du cer- 
velet et de la moelle a plusieurs niveaux de la région cervicale, 
dorsale et lombaire. 

Décrivons d'une maniére bréve les altérations particuliéres 
trouvées en ces endroits. D’abord, un aspect curieux de cer- 
taines cellules gliales : dans plusieurs régions (écorce & tous 


omy ppeesempsy ae cosas sss Seema Tho 
d a 
Fic. 22. — Singe, écorce frontale; dégénérescence pycnotique des cellules 


gliales; d, divers stades de karyolyse. Coloration Mann, gross. : 800. 


les niveaux, noyaux centraux, cervelet), on rencontre un trés 
grand nombre de ces cellules en état de karyolyse. Ce proces- 
sus plus avancé met les cellules lésées en état de pycnose; les 
grains de chromatine dégénérée deviennent oxyphiles et se 
trouvent éparpillés dans le parenchyme (fig. 22); ces altéra- 
tions se trouvent en plus des lésions constatées habituellement 
dans Ja rage des rues conférée au singe (processus de périvas- 
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cularite, lésions infiltratives diffuses ou nodulaires, méningite, 
dégénérescence des neurones, etc.). Voici maintenant l’aspect 
des inclusions intra-cytoplasmiques : 

Ecorce frontale : rares corps de Negri. Le dénombrement de 
ces corps dans 100 neurones donne, pour cette région seulement, 
le nombre de 3. Les inclusions sont de taille moyenne et appa- 
raissent en bleu sur les préparations colorées au Mann. 

Ecorce pariétale : Les corps de Negri sont trés abondants & 
ce niveau. On en trouve dans presque chaque cellule nerveuse 
(98 p. 100). Dans les préparations colorées au Mann, ils appa- 
raissent presque toujours en bleu-gris, rarement en bleu- 
violacé ; 5 p. 100 de ces corps seulement sont colorés en rouge 
comme !es corps de Negri classiques. Les inclusions présen- 
tent un polymorphisme trés accentué : tantét de gros corps 
mesurant 6, 8 8 10 » avec points chromatiques 4 |’intérieur, 
tantot des petites inclusions ressemblant a celles signalées 
par Manouélian, ou encore des formations plus ou moins 
oxyphiles et d’aspect bacillaire, cocciforme, ou méme des 
filaments longs, irréguliers, enchevélrés. 

Ecorce occipitale. — Les inclusions, en cet endroit, pré- 
sentent le méme polymorphisme que dans l’écorce pariétale. 
Sur 100 neurones, nous avons trouvé 71 cellules 4 inclusions: 
6 p. 100 de ces cellules contenaient des corps de Negri rouges 
(coloration au Mann), lypiques; 33 p. 100 renfermaient des 
corps de Negri bleus, dépourvus d’affinité oxyphile, et 36 p. 100 
étaient remplies de corpuscules plus ou moins oxyphiles, en 
forme de batonnets, de filaments ou de cocci (fig. 2, pl. XIII). 

Dans la corne d’ Ammon, sur 100 neurones comptés, 19 étaient 
dépourvus d'inclusions ; 13 renfermaient une poussiére oxy- 
phile ou des formations cocciformes, bacilliformes, etc.; dans 
68 autres neurones on trouyait un total de 85 corps de Negri, 
dont 64 colorés en bleu et 21 en rouge (Mann). Ajoutons que 
certaines cellules contenaient A la fois, & cété des inclusions 
oxyphiles, de grosses inclusions coloréesen bleu(fig. 3, pl. XIII). 

Mémes constatations pour les inclusions décelées dans Jes 
noyaux centraur, le mésocéphale, le bulbe et le cervelet. Dans 
cette derniére région, ainsi que dans certains points du bulbe, 
on trouve des cellules nerveuses en état avancé de dégénéres- 
cence, renfermant des corps de Negri. 


_~ -m. 
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Chien. — Chez le chien mort de la’maladie"conférée par voie 
sous-dure-mérienne, on rencontre dans le névraxe les lésions 
habituelles de la rage. Les inclusions cytoplasmiques de l’encé- 
phale ou du cervelet (fig. 23) sont semblables a celles men- 
tionnées chez le singe. De plus, nous avons rencontré un aspect 
dinclusions qui mérite d’étre signalé. Dans certains neurones 
de la corne d Ammon, on trouve de véritables amas de forma- 
tions bacilliformes ou cocciformes qui occupent une surface cir- 
culaire ou ovalaire bien délimitée a l'intérieur du cytoplasme; 
on dirait des sacs remplis de grains, sacs dont la paroi se colore 


Fic. 23. — Chien, cervelet; cellule de Purkinje renfermant dans le proto- 
plasme plusieurs corps de Negri (c) colorés de bleu. Coloration Mann, 
gross. : 1.000. 


tres peu ou parfoisnese colore plus du tout, et dont le contenu 
‘seul serait colorable, done visible (fig. 4, pl. XIII). Le chien (1) 
qui nous a permis d’obtenir ces préparations est mort huit jours 
aprés l’inoculation. Faut-il croire que sa mort rapide a empéché 
la formation des corps de Negri et nous a permis ainsi de sur- 
prendre une des phases de constitution de ces corps? Peut-on 
interpréter ces aspects comme des amas de colonies de virus 


(1) Nous avons rencontré, rarement, de telles formations chez le lapin. Les 
figures 7 et 8 de la planche finale montrent l’aspect de ces « sacs a grains » 
dans les neurones de la corne d’ Ammon de cette espéce animale. 
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Fic. 24. — Poule; corne d’Ammon; 
dans le cytoplasme; v, vaisseau, p 
Giemsa, gross. : 500. 


nm, neurones avec des corps de Negri 
rocessus de périvascularite. Coloration 


—— 
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peu actif, dont le manque d’agressivité n’a pas incité suffisam- 
ment la cellule pour provoquer & son entour la sécrétion d'un 
manteau oxyphile qui exclut de la circulation les germes, les 
enrobe d’une substance isolatrice et les transforme ainsi en 
« perle »? Peut-on également faire un rapprochement entre la 
faible virulence de notre souche en général et le fait que les 
corps de Negri qu'elle engendre sont presque toujours dépourvus 


| 
|e 


‘ 
2 SONSTANM TIN - | 


Fic. 25. — Cobaye, corne d’Ammon; trés nombreux corps de Negri, dont 
quelques-uns trés gros et a belle structure interne (c). Coloration Giemsa, 


gross. : 1.000. 


d’affinité oxyphile? Nous n’en savons rien, et dans l’incerlitude 
nous préférons ne pas faire d’hypothéses (voir fig. 5, 6, 9, 10, 
11 et 12 de la planche XIII). 

Chez la poule, nous avons trouvé de trés beaux corps de Negri 
de dimensions trés fortes et contenant des plages chromatiques 
(fig. 24). Une minime proportion de ves corps était oxyphile, la 
plupart se colorant en bleu par la méthode de Mann. 
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Enfin, chez les cobayes, les rats et les sourds, les lésions pro- 
voquées par notre germe sont celles de la rage. Les corps de 
Negri, trés abondants (fig. 25), sont presque toujours dépourvus 
d’affinité oxyphile (Mann). Chez ces trois espéces animales, on 
rencontre plus souvent que chez le lapin des formations intra- 
cytoplasmiques granulaires, pseudo-microbiennes, oxyphiles, 
au niveau de la corne d’Ammon et par ailleurs dans le systeme 
nerveux. 


Immunité. 


On sait qu'il est difficile de conférer aux lapins une immu- 
nité antirabique solide; en effet, il est exceptionnel de constater 
qu’un lapin, vacciné selon les méthodes courantes, puisse sur- 
vivre A linoculation intracérébrale d’épreuve. Cette derniére 
voie d’inoculation étant trop sévére, on fait d’habitude l’inocu- 
Jation d’épreuve dans la chambre anlérieure de |’ceii ou dans 
la chambre postérieure du méme organe, et les animaux vac- 
cinés préalablement ont plus de chance de survivre que les 
témoins. Dans le cas de Vinoculation d’épreuve par voie sous- 
dure-mérienne, les lapins vaccinés préalablement meurent en 
général un peu plus tard que les animaux neufs. Les résultats 
de ces techniques d’'immunisation n’étant pas toujours trés 
concluants, nous avons fait lexpérience d’immunité croisée 
entre le virus d’Oulou-fato et une souche de rage authentique, 
en utilisant des lapins fortement immunisés et powvant sup- 
porter linjection d épreuve par vote intracranienne avec du virus 
homologue, sans montrer de symptéme morbide. Nous arrivons 
4 obtenir un tel état réfractaire solide chez certains de nos ani- 
maux, en les vaccinant selon la méthode que l’un de nous avec 
M™° Kopciowska a relatée précédemment (1). 

Expérience. — Le lapin 337N recoit, en trois séances espa- 
cées l'une de l’autre de cing jours, un total de 50 injections 
intradermiques renfermant un total de 6 cent. cubes d’un virus 
rabique classique des rues dilué au 1/20 et formolé & 2 p. 1.000. 
Dix jours aprés la derniére série d’injections intradermiques, 
l’animal est inoculé sur la peau épilée, rasée et scarifiée, avec 


(1) Nicotau et Korciowska. C. R. de la Soc. de Biol., 104, 1929, p. 655. 
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du virus rabique des rues frais, en méme temps que deux 
témoins qui succombent a la rage en vingt et vingt-deux jours. 
Notre animal, préparé antérieurement avec le virus formolé, 
survil; vingt-cing jours plus tard, on linocule par voie sous- 
dure-mérienne avec le méme virus rabique des rues, frais. II 
ne présente rien de particulier par la suite, tandis que deux 
lapins témoins, inoculés par la méme voie, meurent tous les 
deux de rage dans le délai habituel. Pendant les cing mois sui- 
vants, cet animal immunisé est par trois fois inoculé & nouveau, 
toujours par voie cérébrale, avec un virus rabique des rues 
ayant servi dans des expériences antérieures sur les sepliné- 
vrites rabiques (1) et avec un virus rabique fixe (souche D K)/2). 
L’animal atrés bien supporté ces inoculations sans montrer de 
symptomes morbides, et les témoins sont toujours morts de 
rage. Le lapin 33/ N est donc un animal fortement immunisé 
contre la rage, ayant résisté a l'action pathogéne de plusieurs 
virus rabiques d’ Europe introduits par voie cérébrale. Onl ino- 
cule, toujours dans le cerveau, avec notre souche de virus des 
rues d’Oulou-fato (virus passé trois fois sur le lapin). Il survit 
sans montrer quoi que ce soit de particulier, et les deux lapins 
témoins inoculés en méme temps, par la méme voie et avec le 
méme virus d’Oulou-fato, succombent tous les deux le dix- 
huitiéme jour, aprés un état paralytique de quatre jours, avec 
des altérations histologiques typiques dans le névraxe, et des 
inclusions cytoplasmiques caractéristiques au niveau de la 
corne d Ammon. 

Une autre inoculation faite au méme animal immunisé contre 
la rage classique, environ quarante jours plus tard et par la 
méme voie, mais avec du virus d’Oulou-fato renforcé, a eu le 
méme résultat : le lapin immunisé n’a rien montré de parti- 
culier et le lapin témoin a succombé a la rage dans le délai 
habituel. 

Cette expérience montre d'une maniére indubitable qua y a 
immunité croisée entre le virus rabique classique et notre virus 


de chien fou. 


(4) Nico.au et GALLowAy; Nicotau et Mategesco; Nicorau Dimancesco et Ga.- 


Loway. Loc. cit. 
(2) Nicorau et Korciowska. C. R. de la Soc. de Biol., 101, 1929, p. 655. 
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Un autre dispositif expérimental corrobore aussi celte con- 
clusion : 

Expérience. — Le lapin 957R recoit pendant 12 jours une 
inoculation quotidienne, sous-cutanée, de 2 cent. cubes 
d’émulsion au 1/20, non centrifugée, de virus rabique fixe 
(souche D K, virus tres pathogéne, qui tue le lapin infecté par 
voie sous-dure-mérienne en 4 a 6 jours). 64 jours plus tard, 
notre animal est inoculé dans le ceryeau avec le virus rabique 
fixe sowche Ionnesco (1) [souche qui tue les lapins inoculés par 
cette voie, en 445 jours}. Un lapin témoin de ceite inoculation 
d’épreuve (lapin 740 E) meurt de rage en 5 jours (contrdle his- 
tologique positif). Notre lapin 957 R montre une légére parésie 
lombaire le 7° jour et se remet. 175 jours apres cette inocula- 
tion cérébrale, done 238 jours aprés le début de immunisation 
sous-cutanée, ce méme animal est inoculé dans le cerveau avec 
notre virus de chien fou, virus fixé sur lapin et gardé dans la 
elycérine. Le témoin de cette inoculation, le lapin 233 E, meurt 
de rage en 10 jours (passages positifs, présence de corps de 
Negri). L’animal immunisé, le lapin 957 R, ne montre rien de 
patticulier ct survit; 5 mois plus tard, il vivait encore. 


NEURO-INFECTIONS RABLQUES MORTELLES AUTO-STERILISEES. 


L’immunité dans la rage s‘installe & la suite de l’infection 
déclenchée dans le syst?me nerveux par des germes plus ou 
moins atlénués mais toujours vivants. L’état réfragtaire acquis 
est donc la suile d'une neuro-infection auto-stérilisée. Mais 
cette neuro-infection auto-stérilisée peut aboutir & la mort de 
animal par les altérations tissulaires qui prennent naissance 
sur place pendant le conflit entre les germes et le tissu sensible. 
C’est en considérant ce fait que nous avons défini la neuro- 
infection aulo-stérilisée mortelle comme un accident excep- 
tonne! survenu pendant les étapes successives du processus qui 
tend a transformer Uétat d'infection en état réfractaire (2). Le 
tissu sensible se défend contre le germe antigéne, et ce pro- 
cessus se traduit morphologiquement par des modifications his- 


(1) D. lonnesco. Bull. de l’'Acad. de méd., 407, 1932, p. 688. 
(2) Nicovau. C, R. de la Soc. de Biol., 105, 1930, p. 177. 
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tologiques plus ou moins intenses; quand celles-ci deviennent 
incompatibles avec la vie de l’animal (cependant que le virus 
est détruit par la lutte dont ces lésions démontrent |’intensité), 
on a ce quon appelle une neuro-infection auto-stérilisée mor- 
telle. Ces cas sont donc des exemples @ immunisation man- 
quée (1). Cest précisément pour cette raison que nous avons 
préféré les faire entrer, au cours de notre exposé, dans le cha- 
pitre de ’immunité. 

Cerlains lapins rendus partiellement réfractaires contre la 
rage & l'aide d'injections sous-cutanées répétées de virus fixe 
pastorien, inoculés dans le cerveau avec notre souche de virus 
d’Oulou-fato des rues, succombent tard & l’infection conférée, 
et leur néyraxe, quoique trés riche en lésions rabiques et corps 
de Negri, se montre tout 4 fait dépourvu de germes. En voici 
quelques exemples : 

A. Les lapins 327R et 348R, ayant regu pendant dix-sept 
jours une injection quotidienne de 2 cent. cubes de virus pas- 
torien, sont inoculés quatre-vingt-huit jours plus tard sous la 
dure-mére, avec notre virus du chien fou au cinquiéme passage 
sur lapin. La méme émulsion qui est inoculée 4 ces deux lapins 
sert a inoculer par la méme voie deux lapins témoins, qui 
meurent tous les deux le dix-huitiéme jour. Les lapins 397 R et 
348 R meurent respeclivement le trente et uniéme jour et le 
vingt et uniéme jour, avec des lésions intenses de rage dans 
tout le névraxe et présence de corps de Negri trés nombreux. 
Un fragment du cerveau de lapin 348 R, émulsionné dans de 
Yeau physiologique, et inoculé dans le cerveau du lapin 579 R, 
ne détermine aucun trouble morbide et l’animal inoculé survit. 
Le névraxe du lapin 327R sert a faire deux émulsions : une 
avec un fragment de cerveau, une autre avec une portion de la 
moelle dorso-lombaire. Ces deux émulsions inoculées dans le 
ceryeau de deux lapins neufs se montrent également aviru- 
lentes. Dans le cerveau et la moelle des deux lapins rendus par- 
tiellement réfractaires contre la rage a Ja suite de la vaccination 
pastorienne, le virus d’Oulou-fato a provoqué des lésions intenses 
de rage (présence des corps de Negri), mais, & la mort des ani- 
maux, mort tardive, le germe était absent. La lutte entre le 


(1) Nicotav. Loc. cit. 
Annales de U’Institut Pasteur, t. L, n° 6, 1933. 55 
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tissu et le germe a aboulti a la mort des animaux, avec stérili- 
sation des germes. 

Le méme cas se présente dans l’expérience suivante : 

B. Le lapin 420R recoit en trente jours quatre séries d’injec- 
tions intradermiques de virus des rues (souche d'Europe) for- 
molé. Inoculé ensuite sur la peau rasée et scariliée avee le 
méme virus des rues a l'état frais (qui tue 2 témoins infectés 
par cette méme voie en vingt et un et vingt-trois jours), l’animal 
survit. Un mois plus tard, il est inoculé dans le cerveau avec 
notre virus d’Oulou-fato, en méme temps que 2 lémoins. Ces 
derniers meurent de rage en dix-sept et dix-huit jours, l’animal 
« vacciné » meurt tardivement, au bout de vingt-sept jours, 
avec Iésions inlenses dans son névraxe; nous y avons décelé 
de nombreux corps de Negri, mais pas la moindre trace de 
virus vivant (passages négatifs). 

Enfin, voici encore l'histoire d’un autre lapin chez lequel 
une seule inoculation, en apparence sans effel, a provoqué un 
certain degré de résistance vis-a-vis du virus introduit ulté- 
rieurement dams son névraxe et a permis la réalisalion d'une 
autostérilisation mortelle. 

Il s'agit d’un lapin 551R (poids : 3.000 grammes), inoculé 
dans le testicule avec 2 cent. cubes d’une émulsion fraiche de 
virus d’Oulou-fato au quatriéme passage par lapin. L’animal 
infecté par voie testiculaire ne présente rien d’anormal par la 
suite. Soixante-trois jours plus tard, il est inoculé dans le cer- 
veau avec le méme virus d’Oulou-fato. Les lapins témoins, 
infectés par la méme voie avec la méme émulsion virulente, 
meurent le dix-septiéme et le dix-neuviéme jour. Notre lapin 
devient malade le vinglt-quatritme jour el meurt paralysé 
neuf jours plus tard, le trente-troisiéme jour aprés l’inoculation, 
ayant perdu 1.200 grammes de son poids initial. On constlate la 
présence des lésions rabiques caractéristiques et des corps de 
Negri dans son névraxe. Des émulsions de son cerveau et de la 
moelle sont inoculées sous la dure-mére de lapins neufs ; ceux 
inoculés avec l’émulsion cérébrale survivent; sur 2 animaux ino- 
culés avec |’émulsion de moelle, un survit, l'autre meurt de rage. 

I] s'agit, dans ce cas, d’autostérilisation partielle des germes 
d’Oulou-fatc introduits dans Vorganisme d’un animal incom- 
plétement immunisé. 
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Nous croyons inutile de multiplier les observations de ce 
genre. Remarquons seulement que les cas d’autostérilisation 
mortelle réalisés 4 l'aide de notre virus du chien fou sont de 
beaucoup plus fréquents que ceux obtenus chez les animaux 


G 


/ 
fs 
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C, 
Fie. 26. — Lapin 577R, mort dinfection autostérilisée, vingt-quatre jours 
aprés inoculation sous-dure-mérienne d’un virus des rues de passage; 


corne d’Ammon; c, corps de Negri; v, vaisseau. Coloration Giemsa, 
gross. : 1.000. 


immunisés également d’une maniére incomplete et éprouvés 
par voie cérébrale avec les virus rabiques classiques. 

En dehors de ces cas d'autostérilisation qui ont pris naissance 
chez des animaux partiellement réfractaires 4 l'aide d'injections 
préalables, nous avons observé des cas d'autostérilisation mor- 
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telle chez des lapins non prépares par de telles injections. Deux 
deces cas, qui mettent en relief de maniére trés nette la viru- 
lence atlénuée de notre souche d’Oulou-fato, ont été relatés & 
la page 790(v. fig. 26). En voici un troisiéme, qui sera le dernier, 
car les arguments relatés tout le long de ce mémoire sont suf- 
fisamment nombreux pour convaincre que notre souche de 
virus possede une faible virulence. 

Le lapin 524K est inoculé sur la peau rasée et scarifiée avec 
du virus frais d’Oulou-fato, provenant de l’encéphale du qua- 
triéme lapin de passage de cerveau & ceryeau. L’animal devient 
paralysé le trente-deuxime jour et montre & ce moment des 
lésions d’automutilation (morsures multiples aux membres 
antérieurs). Il meurt trois jours plus tard. Lésions excessive- 
ment intenses de rage, dans le cerveau, la moelle, les ganglions 
spinaux et dans les racines nerveuses; beaux corps de Negri 
de fortes dimensions, au niveau de la corne d Ammon. Une 
émulsion du cerveau de ce lapin, inoculée sous la dure-mére 
du lapin 573R, reste sans résultat. 

Il s’agit bien d'un cas de neuro-infection rabique autostéri- 
lisée. 


Nous voila au terme de notre exposé. Avant d’en tirer les 
conclusions, nous voulons discuter briévement les remarques 
faites par M. Remlinger a propos de l'une de nos communica- 
tions préliminaires sur la question du virus d’Oulou-fato. Dans 
la communication visée, nous avons été conduits 4 reconnaitre 
a notre souche de virus des rues des caractéres expérimentaux 
expliquant pourquoi lOulou-fato se transmet rarement & 
l'homme, bien que ce soit une vraie rage. Ces caractéres révélés 
_ par nous, aboutissent & la conclusion que notre virus, isolé 

chez |’homme, produit, au début de l’expérimentation sur les 
animaux, une rage atténuée, ce que l’observation dans lanature 
confirme. Or, pour arriver 4 ce résultat, nous avons apporté 
des faits qui ne sont pas au gré de notre éminent con{rére 
M. Remlinger. Ce savant trouve paradoxal le fait qu'un germe 
répulé comme ayant une faible virulence puisse engendrer une 
rage mortelle chez un enfant infecté par morsure. Mais, oublie- 
t-il que la maladie n'est que le résultat du conflit entre le germe 
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pathogéne et le terrain? Nous répétons ce que nous avons dit 
par ailleurs (1) : ou bien l’enfant chez lequel! la souche de virus 
s'est développée dans le névraxe était spécialement sensible & 
l'action des germes par une défaillance de la résistance spon- 
tanée de son systéme nerveux, ou bien celte souche était, en 
tant que souche d’Oulou-fato, particulitrement pathogéne. Or, 
nos expériences ayant précisément montré combien peu viru- 
lente était cette souche a lorigine, on est forcé d'admetire 
que la maladie de cet enfant fut bien due a la défaillance de 
ses résistances spontanées. Il nous semble de toute facon 
qu’il n’est pas paradoxal de vouloir découvrir par la méthode 
expérimentale des raisons corroborant le fait indéniable que, 
dans la nature, l’Oulou-fato se communique rarement chez 
Vhomme. Or, que nous enseigne la méthode expérimentale? 
La réponse, on l’obtient, en glanant des faits le long de ce 
mémoire : 

1° Le germe isolé chez homme s’adapte difficilement au 
lapin, animal réputé trés sensible 4 la rage, et le départ des 
séries de passages est trés laborieux; 

2° Certaines séries de passages, de cerveau & cerveau, 
s’arrétent par autostérilisation mortelle spontanée ; 

3° Au cours de l’expérimentation, les cas d’autostérilisation 
mortelle sont de beaucoup plus fréquents avec notre virus 
quavec les souches rabiques classiques qui possédent une 
activité pathogéne normale ; 

4° Notre virus des rues titre bas : une émulsion de cerveau 
frais de lapin mort & la suile de linfection conférée par voie 
cérébrale, diluée au 1/500 et introduite sous la dure-mére de 
Japins, donne encore la rage; mais au dela de cette dilution 
(au 1/1.000, au 2/1.000, au 5/1.000, etc.) l’émulsion perd son 
pouvoir pathogéne ; 

5° Ce méme virus des rues mis dans de la glycérine, & la 
glaciére, s’atténue rapidement (quatorze jours) et finit par 
perdre complétement sa virulence au bout de trois ou quatre 
semaines. : 

6° Le germe a l'état de virus des rues se dissémine rare- 
ment dans l’organisme animal par voie neryeuse centrifuge 


(1) Nrcotau, Discussion. Bull. Soc. Path. exot., 25, 1932, p. 122. 
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(avirulence des nerfs et des organes) ; il n’arrive pratiquement 
pas aux glandes salivaires chez les lapins infectés par voie 
cérébrale. 

Pour ces raisons, nous croyons que dans la nature la bave 
de l’animal mordeur peut étre souvent avirulente. 

Tous ces faits montrent bien que la virulence des germes de 
la maladie d’Oulou-fato, a l'état de virus des rues, est atténuée. 
« Aussi, nous sommes préts a croire que quelques-unes de ves 
particularités, qui mettent d’accord certains résultats contra- 
dictoires relatés par nos devanciers, peuvent expliquer les dif- 
{érences constatées, tant en ce qui concerne la suite des mor- 
sures, qu’au point de vue clinique et expérimental, entre le 
virus de |’Oulou-fato et les virus rabiques d'Europe. Tout en 
étant parfaitement de l’avis de M. Remlinger quant & la néces- 
sité d’administrer Ja vaccination antirabique aux individus 
mordus par des chiens fous, nous pensons que la croyance des 
indigénes 4 | innocuité de la morsure repose trés souvent sur une 
réalité confirmée par lexpérience. » « Mais, si & colé de nom- 
breux cas de morsures non rabigénes, il existe de rares cas de 
rage humaine provoqués par la morsure des chiens fous — et 
le cas humain ayant servi comme point de départ & nos inves- 
tigations en est un bel exemple — lopinion de notre éminent 
collegue, M. Remlinger, est plus que justifiée : tout individu 
mordu par un chien suspect de rage, que la rage soit d’impor- 
tation ou autochtone, doit se soumettre a la vaccination anti- 
rabique. » q 

Les derniéres lignes extraites de notre travail criliqué par 
M. Remlinger nont pas été suffisantes pour apaiser sa crainte; 
en effet, il écrit : « au point de vue pratique, il peut étre dan- 
gereux de répandre méme parmi les médecins et les vétéri- 
naires cette idée que le germe de la maladie de chien fou se 
dissémine rarement dans l’organisme animal, n’arrive que 
difficilement aux glandes salivaires et que la bave de |’animal 
mordeur peut souvent étre avirulente. Il importe non seule- 
ment de soumettre au traitement antirabique les personnes 
mordues par des chiens atteints d’Oulou-fato, mais encore de 
leur faire suivre ce traitement le plus tot possible aprés l’acei- 
dent. La cure pastorienne est une lutte de vitesse entre le vaccin 
et le virus », etc. 
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Pour des raisons scientifiques, nous ne souscrivons pas au 
premier point de cette remarque, et en ceci nous témoignons 
notre estime au corps médical, qui, nous en sommes sirs, sait 
discerner le cdté théorique d’un probléme et son cété prati- 
que, en lisant un travail de laboratoire. Par ailleurs, nous 
sommes entiérement d’accord avec M. Remlinger, puis- 
que, méme avant de connaitre ses anxiétés, nous conseillions 
vivement le traitement antirabique & tout individu mordu 
par un chien suspect de rage, que cette rage soit d’importation 
ou autochtone. 

Nous ne youlons pas abuser du lecteur pour répondre point 
par point a toutes les objections qui nous ont été faites. En 
voici pourtant une... Des irrégularités d’incubation analogues 
a celles enregistrées avec notre souche, dit-il, ont élé signalées 
au Sénégal avec des virus de passage, avec le virus fixe de 
l'Institut Pasteur de Paris en particulier. A cette objection, 
nous pouvons répondre : 

fn premier lieu, c'est M. Remlinger lui-méme qui a 
étudié (1) le comportement de certains virus rabiques & Paris, 
au Maroc et & Dakar; il sait bien, pour avoir travaillé avec une 
bonne technique, que le comportement « particulier » de 
diverses souches, transportées, en différents points du globe 
terres!re, plus prés ou plus loin de l’Equateur, est surtout en 
fonction de la technique « particuliére » de celui qui les 
manipule. Quant aux irrégularités d’incubation signalées au 
Sénégal & propos du virus fixe de Pasteur, l'un de nous, 
directeur de l'Institut Pasteur de Dakar, est en mesure 
daffirmer que ce nest pas le point de latitude terrestre qui 
influe sur le comportement dans lorganisme des animaux 
d'expérience, des germes rabiques importés au Sénégal, mais la 
technique du travailleur; une bonne technique ne permet pas 
au virus des incubations fantaisistes. 

Mais cela est tout a fait secondaire. Le fait capital est l’affir- 
mation de notre contradicteur que le virus des rues ayant 
servi dans nos expériences, n’élait pas —- encore que nous 
l'ayons constaté avec des preuves a l’appui — un virus 
atténué. Le qualificatif de « virulence atténuée » accordé a 


(1) Remuincer, M. Lecer et Teppaz, loc. cit. 
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notre germe, qui avait tué un enfant, lui parait paradoxal; et, 
M. Remlinger de s’exclamer : « paradoxe pour paradoxe, on 
pourrait soutenir avec une apparence de raison au moins 
égale, que ce virus, loin d’étre atténué, était au contraire ren- 
forcé ». Sans jongler avec les paradoxes, nous prouvons dans le 
texte de notre travail présent, que le virus d’Oulou-fato atténué 
i Vorigine, au début de nos expériences, alors quil se trouvait 
4 l'état de virus des rues, s’est renforcé par la suite seulement, 
au moment ow l’entrainement sur lapins lui a conféré une 
virulence exaltée. On connait la plasticité des virus neuro- 
tropes en général, celle du virus rabique en particulier. Ainsi 
notre virus, qui litrait dans des dilutions au début des expé- 
riences 1/500 seulement, a titré plus tard 1/20.000. La glycé- 
rine le stérilisait au début en trois ou quatre semaines; une 
fois renforcée, sa virulence y est respeciée pendant plusieurs 
mois. L’incubation trés raccourcie du virus fixe se fait — par 
contraste avec celle du virus des rues — avec une régularité 
mathématique, et les animaux n’échappent plus a la maladie 
et ne réalisent plus d’infections autostérilisées. Tous ces argu- 
ments montrent | erreur d’interprétation de notre contradicteur, 


qui pourtant, sur les faits, ne peut pas ne pas élre d’accord avec 
nous. 


Conclusions générales. 


Il existe en Afrique occidentale francaise, a cété de la rage 
canine commune importée d'Europe, une maladie spécrale 
autochtone, appelée dans le dialecte bambara : Oulou-fato, ou 
maladie du chien fou, maladie qui ne serait pas transmissible 
a Vhomme. Cette croyance de la non transmissibilité a Thomme, 
universellement répandue parmi les indigénes, et partagée par 
nombre d’Européens, semble appuyée par le fait que les docu- 
ments du Service de Santé, jusqu’a ces derniéres années, ne font 
pas mention de cas de rage humaine en Afrique occidentale 
francaise. 

La majorité des expérimentateurs qui ont voulu étudier cette 
maladie en Afrique, se trouvant placés dans des conditions peu 
favorables, n'ont pu faire que des expériences incomplétes. Ils 
reconnatssent n'avoir pas pu en fixer la virulence. 
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Il nous a été donné de pouvoir étudier une souche de virus de 
chien fou. Mais, alors que les expérimentateurs qui nous ont 
précédés avaient prélevé les centres nerveux sur le cadavre d'un 
chien, Vorigine de notre virus provient d’un cas humain. 

Ce germe s'est montré, au début de nos expériences, peu viru- 
lent; le départ difficile des passages en série sur lapins, ainsi 
que les arréts des lignées de passages par « neuro-infections 
autostérilisées » en font preuve. En nous mettant dans des con- 
ditions particuliéres, nous avons obtenu de cette méme souche 
de virus des rues deux virus fixes : Cun tuant le lapin inoculé 
dans le cerveau en huit a dix jours, lautre en dix a douze 
jours. 

Le cerveau de lapins morts de cette rage présente des corps de 
Negri. Ces inclusions dinuinuent en volume et ennombre au fur et 
ad mesure des passages en série pendant le processus de transfor- 
mation du virus des rues en virus fixe. Le noyau optique basal 
est la seule région ot les corps de Negri restent nombreux et de 
dimensions importantes, méme aprés quarante passages céré- 
braux et alors que la souche est fixée depuis longtemps. 

Le germe est invisible et non cultivable dans les mileux 
habituels ; la centrifugation méme prolongée n'enléve pas la 
virulence des émulsions. Le virus des rues, en dilutions, 
titre 1/500; une fois le virus fixé sur lapin, le tre augmente 
a 1/20.000. La glycérine atténue vite la virulence du virus des 
rues (trois ad quatre semaines), beaucoup moins vite celle du 
virus fixe (trois ad quatre mots). Soumis a l'électrophorése, les 
substances gui servent de support au germe se montrent électro- 
négatives. 

Le lapin et le cobaye sont plus sensibles a action pathogéne 
du virus que le rat, la souris, le chien et la poule. 

La maladie conférée au lapin a laide du virus des rues 
introduit sous la dure-mére est une rage dont la phase paraly- 
tique est précédée par une période d'excitation particuliére et 
par des phénoménes de contracture intense, Le virus fixe con- 
fére une rage paralytique, mue, de courte durée. Inoculé sur la 
peau, dans les muscles, dans la chambre postérieure de Pail, sur 
la cornée, dans les veines ou dans le sciatique, le virus des rues 
tue les lapins, de maniére inconstante. A l'encontre de ce qui 
arrive avec les virus rabiques des rues classiques, la septinévrite 
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provoguée par notre germe dans Vorgansme du lapin est mise 
en évidence tres difficilement par l'inoculation de trongons de 
ner/s. Ce méme germe, introduit dans le cerveau des lapins, ne 
peut pas ¢tre retrowé dans les organes ou dans les humeurs, a 
lexclusion du névraze. 

Nous avons été conduits a@ reconnaitre a notre souche des 
caractéres expérimentaur expliquant que l’ Oulou-fato se trans- 
mette rarement chez Vhomme. 

Les altérations histo-pathologiques du systeme nerveux cen- 
tral, viscéral et périphérique des animaux inoculés avec le virus 
d’Oulou-fato sont celles de la rage. Les corps de Negri trowvés 
dans les neurones, & nimporte quel niveau, sont en général 
différents de ceux de la rage classique par leur colorabilité ; als 
se colorent presque toujours en bleu par la méthode de Mann, 
nayant pas laf finité oxyphile des corpuscules cytoplasmiques 
qui caractérisent la rage. Le polymorphisme des inclustons 
trouvées dans la maladie du chien fou est trés accentué. Des 
neurones en état avancé de dégénérescence renferment souvent 
des inclusions. ' 

Il existe une immunité croisée parfaite entre les souches de 
rage classique et notre virus d’ Oulou-fato. 

En plus des données acquises sur le virus de |’Oulou-fato, 
deux enseignements plus généraux découlent de ce travail : 

1° Il peut exister des souches de virus rabique des rues qui, 
inoculées a des lapins, ne provoquent pas l'apparition de corps 
de Negri ayant laffinité oryphile habituelle; la coloration au 
Mann ne peut pas, dans ce cas, les mettre en évidence de maniére 
manifeste; celle au Giemsa lent est done plus indiquée pour 
affirmer avec plus de certitude leur présence ow leur absence ; 

2° La région délection o% prennent naissance les corps de 
Negri, méme dans la rage provoquée par le virus fixe, est, chez 
le lapin, le noyau optique basal. 


(Instituts Pasteur de Paris et de Dakar.) 
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LEGENDE DE LA PLANCHE 


Fic. 1. — Lapin 594R, mort seize jours aprés inoculation cérébrale d’Oulou- 
fato (virus des rues); cerveau, Corne d’Ammon. c, corps de Negri volu- 
mineux, colorés en bleu par la méthode de Mann, contrastant avec les 
hématies (h) colorées en rouge; 1.000/1. 


Fic. 2. — Singe 3, mort vingt jours aprés inoculation sous-dure-mérienne 
de virus d’Oulou-fato (virus des rues); cerveau, écorce occipitale; c, corps 
de Negri volumineux, colorés en bleu ou en bleu-violet par la méthode de 
Mann, contrastant avec les hématies colorées en rouge vif (h); i, petites 
inclusions intracytoplasmiques, oxyphiles, trés polymorphes, revétant 
Paspect cocciforme, bacilliforme, etc. Aggr. 1.000/1. 


Fic. 3. — Méme animal que dans la figure 2; cerveau; corne d’Ammon; dans 
le méme champ microscopique, des corps de Negri a cclorabilité variable : 
r, corps de Negri libre, en dehors de cellules, coloré en rouge; 7’, corps 
de Negri coloré en rouge; v, corps de Negri coloré en violet; 6, corps de 
Negri coloré en bleu; z, inclusions rabiques revétant l’aspect bactériforme 
Coloration Mann; 800/1.- : 


Fie. 4. — Chien 1; corne dAmmon. s/, corps de Negri revétant l’'aspect de 
« sacs remplis de grains »; les formations contenues dans ce corps sont 
rondes, égales et bien isolées les unes des autres; s2, les formations qui 
remplissent ce corps de Negri sont irréguliéres, plus ou moins agglutinées 
eltrés peu individualisées; s*ets*, petits corps de Negri libre, constitué par 
des amas de formations bactériformes a l’intérieur d'une gangue; s*, gros 
corps de Negri libre, dont Je contenu est particuli¢rement net : graines 
plus ou moins rondes, bien distinctes les unes des autres; c, corps de 
Negri vacuolé, a aspect trés peu précis, flou, coloré en violet. Coloration 
Mann; aggr. 1.000/1 (on peut suivre sur certaines préparations tous les 
stades de transition entre les « sacs a grains » et les corps de Negri a 
structure classique). 


Fie. 5. — Chien; cerveau; corne d’Ammon; deux neurones renfermant dans 
leur cytoplasme des corps de Negri dont l’aspect de « sacs a grains » est 
trés net. s, un corps de Negri 4 contenu bactériforme; s/, corps de Negri 
libre, de méme aspect; A, hématies. Coloration Mann; ager. 1.000/1. 


Fic. 7 et 8. — Lapin 704R, mort dix-huit jours aprés inoculation cérébrale 
de virus d’Oulou-fato (virus des rues); neurones de la corne d’Ammon; s, 
« sacs a grains ». Coloration Mann; aggr. 1.000/1. 


Fic. 6, 9, 10, 44 et 12. — Chien mort de rage a virus d’Oulou-fato. Neurones 
de la corne d’Ammon renfermant des inclusions A aspect de « sacs a 
grains ». s, corps de Negri dont le contenu est trés net; c, corps de Negri a 
aspect classique. Coloration Mann; aggr. 1,000/1. 


Fie. 13, 14, 15 et 16. — Lapin 431R, mort quatre-vingt-sept jours aprés ino- 
culation du virus d’Oulou-fato (virus des rues) dans les muscles de la 
nuque. Cellules nerveuses en état avancé de dégénérescence, renfermant 
dans le cytoplasme des corps de Negri. n, noyau dégénéré; c, corps de 
Negri. Coloration au Giemsa lent; aggr. 1.000/1. 


RECHERCHES SUR LA NUTRITION 
DE QUELQUES EUGLENES 


Il (1). — EUGLENA STELLATA, KLEBSII, ANABANA, DESES et PISCIFORMIS 


DISCUSSION ET CONCLUSIONS GENERALES 


par Hisarake DUSI. 


(Laboratoire de Protistologie de [Institut Pasteur.) 


Euglena stellata. 


Historique. Soucue. MILiev D'ENTRETIEN. 


Historique. Soucue. — Euglena stellata a été décrile par 
Mainx en 1926. 

Cest également Mainx qui a réalisé la culture pure de cette 
espece, culture qu'il nous a envoyée en 1929. Euglena stellata 
n’avait fait, jusqu’a nos travaux, l’objet d’aucune étude physio- 
logique particuliére. 

Nous noterons simplement que, d’apres Mainx, EF. stellata 
se rapproche dE. viridis. 

Miuteu p’entrerten. — Le milieu dentretien a été le méme 
que pour Eug/ena gracilis : 


Soe ee ee a ee eae 2,0 
MeS Ole cise aie Ge Ses ee oe esa 0,2 
KHsPORS Se Shinkoos oh) ae eee 0,2 
KG 59 Steet, eke peices arya es ote eee ee 0,2 
Bre ge Pea eee sp BSN Se a ee 00025, 
Eau idistillée ..isrsse. Se 2%. SE ee eer 1.000 


Dans ce milieu, & pl 7.0, nous n’avons obseryé qu’une culture 
pauvre, uniquement constiluée par des formes palmelloides. 
Nous avons alors étudié des milieux & des pH divers. 


(1) Voir ces Annales, t. L, avril 1933, p. 550. 
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FLAGELLES 

par millimétre cube 
Trés bonne culture correspond a une densité de. . 60 a 200 
Bonne culture correspondant a une densité de . . 30 a 60 
Culture pauvre correspondant a une densité de . . 3a 30 


Culture trés pauvre correspondant a une densité de. Moins de 3. 


pH 4,0... . Pas de culture. 

pH 4,5... Cullure pauvre, palmelloides. 

pH 5,0 . .. Culture pauvre, quelques flagellés. 

pH 5,5 ... Tres bonne culture : flagellés, pas de palmelloide. 
pH 6,0 .. . Culture pauvre, quelques flagellés. 

pH 6,5 .. . Culture pauvre, rares flagellés : palmelloides. 

pH 7,0 . .. Cullure pauvre : palmelloides. 

pH 7,5... Culture pauvre : palmelloides. 

pH 8,0 ... Culture pauvre : palmelloides. 

pris |. 2 Paside culture: 


Nous voyons donc que les limites extrémes de culture pour 
E. stellata sont voisines de pH 4,5 et 8,0. D’autre part, alors 
que pour E. gracilis la zone de pH permettant une bonne 
culture est trés étendue, comprise entre 3,0 et 8,5, pour E. ste/- 
lata on Wobtient de bonnes cultures abondantes, renfermant 
uniquement des formes flagellées, qu’au voisinage de pH 5,5. 
La zone favorable est tres peu étendue puisque, déja & pH 5,0 
et 6,0, on voit apparaitre de nombreux palmelloides. 

Cette constatation était pour nous extrémement importante, 
car elle nous permettait d’étudier la nutrition d’Euglena stel- 
lata dans des conditions favorables, c’est-a-dire dans des milieux 
de pH 5,5. Il serait en effet illusoire d’étudier la nutrition dans 
des milieux différents, de pH 5,5, le mauvais développement 
des cultures serait di en premier lieu 4 la réaction défavorable 
du milieu. 

Toutes nos expériences ont donc été réalisées dans des 
milieux de pH 5,5. Nous avons constaté ultérieurement que 
leau pepltonée (eau distillée 1.000, peptone pancréatique de 
muscle [5 C] 4 grammes), convenait parfaitement pour l’entre- 
tien des cultures. 


NuTRITION A LA LUMIERE. 


a) NurritioN MINERALE. — La nutrition a été tout d’abord 
étudiée dans le milieu suivant : 
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Mae Ogi tditie wes) 3. lees chee ae ee aes Oey 
i793 2h 0 ears MA ce Ooo PR Bey nae EP) 
RCle a aif ¥. wie ee ee oe 5 Series 0,2 
Chloruregerrique ease ne eee tle gt sek oe One ae 0,0025 
Eau bi-distillée.. .».asecenke aie © canteens aoe 4.000 


Laliment azoté était ajoulé 2 raison de 1 gramme pour 
1.000 cent. cubes de milieu et le pH amené a 5,5. L’ensemence- 
ment a été pratiqué avec I goutte d'une culture en milieu 4 
Vasparagine. 

Nous jugeons inutile de donner ici le détail de nos expé- 
riences. Les cultures ont été observées tres longtemps — jusqu’a 
quatre mois — et toujours jusqu’a la décroissance de la culture. 
Nous résumons donc trés britvement nos essais : 


Nitrate de calcium. 


Premier repiquage .. . Cultures pauvres. 

Deuxiéme repiquage. . . Cultures pauvres. 

Troisiéme repiquage. . . Cultures assez bonnes, anneau épais. 
Quatriéme repiquage . . Cultures assez bonnes, anneau. 


Nitrate de sodium. 


Premiewrepiquaee.. # oo = =e Cultures trés pauvres. 
Nenxiemrewre pijuaverms asta kee Cultures pauvres. 
Troisiéme repiquage. ........ . Cultures assez bonnes. 
Quatrieme sme niqdace. ne one Cultures pauyres. 


Nitrate de potassium. 
, 


Premrernrepi guage. amen see Cultures trés pauvres. 
Deuxieme-repiquage eee ae eee . . Cullures trés pauvres. 
PPOWSLeMe PReEplyUAse eee shee ee Pas de cultures. 


Nitrate d’ammonium. 


Premier Teplquasese., el eee eee Cultures pauvres. 
Deuxieémemepiquagey.. 7...) 20s). 7s Cultures assez bonnes. 
Trpisieme reprguaper.qs.. + «isms eeue Cultures pauvres. 
Ouathieme repiquasess..-8:) 4a ee Cultures pauvres. 


Phosphate d’ammonium. 


Bremer replquace sm. mam mene eee Cultures pauvres. 
Deuxiememeniquace: mao aee - Cultures pauvres. 
Troisteme repiquape saan. sn eee Cultures pauyres. 


Qusatricme repiquace-n essa) 6c eee Cultures trés pauyres. 
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Sulfate dammonium. 


Premienmmepiquager.d. =. : +... - - Cultures trés pauvres. 
Deuxiememepiquaee sa. a. . . Pas de culture. 


On voit donc que seul le nitrate de calcium a permis d’assez 
bonnes cultures dE. sted/ata. Les autres sels : nitrate de sodium, 
nitrate d’ammonium, phosphate d’'ammonium, n’ont permis que 
des cultures trés pauvres. Le sulfate d’ammonium n’a pas 
permis de repiquages en série, non plus que le nitrate de 
potassium. 

Il nous est apparu que, dans ces expériences, le calcium 
pouvait jouer un réle important. Il paraissait @ preorz étonnant 
que les sels d’ammonium donnent des résultats inférieurs aux 
sels nitriques, et nous avons pensé & ajouler du calcium au 
milieu & base de phosphate d’ammonium. 

Nous avonsremplacé dans le milieu donné ci-dessus (v. p. 842) 
le chlorure de potassium par du chlorure de calcium. Nous 
avons essayé plusieurs doses de chlorure de calcium : 0,01, 
0,02, 0,1, 0,2, 0,5, 1,0 p. 1.000. 

La concentration optimum a élé: 0,1 et 0,2 p. 1.000. 

A partir du milieu @ base d’asparagine, nous avone donc 
ensemencé avec I goutte de culture plusieurs tubes des milieux 
suivants : 

4° Milieu minéral + phosphate d’ammonium + CaCl,. 0,01 p. 100 


2° Milieu minéral + phosphate d’ammonium + CaCl,. 0,02 — 
3° Milieu minéral + phosphate d’ammonium + CaCl,. 0,1 — 


4° Milieu minéral + phosphate d’ammonium + CaCl,. 0,2 — 
5° Milieu minéral + phosphate d’ammonium-+ CaCl,. 0,5 — 
6° Milieu minéral + phosphate d’ammonium + CaCl,. 1,0 — 


7° Milieu minéral+ phosphate dammonium..... Témoin. 
8° Eau distillée + peptone : 5 C. 


Dans les, milheux A Aaa tee: one: ol Culture tres pauvre. 


Wangs: les wmnilieux 2a geen wen) ee eee eo Culture pauvre. 
Danse lescimilliei xa eee eae emt yee Bonne culture. 
IDEM eS ROs 2 o6 She As bos ooeon Bonne culture. 
Die IES rONneIbeay G6 o Came ob Bo BO Culture pauvre. 
DEMIS eSsooibebaG, 6 6-0 6 oo wn G-ae0 0 Culture trés pauvre. 
Danrsele Seniihie mixale ee epics eyes ates is) on Culture trés pauvre. 
Mans wWesmmilie xs ieee eee te) ees Trés bonne culture. 


On voit donc que le chlorure de calcium exerce, & dose favo- 
rable, une action manifeste sur le développement des cultures 
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d’E. stellata. Le phosphate d’ammonium ne permet que des cul- 
tures trés pauvres en l’absence de calcium. Si l’on ajoute du 
chlorure de calcium a la dose de 0,1 ou 0,2 p. 1.000, on amé- 
liore la culture dans les milieux au phosphate d’ammonium. 

Avec aucune des autres especes d’Kuglénes étudiées, nous 
n’avons observé de semblables résultats. Le calcium, existant 
dans les milieux a l'état de traces, suffit & assurer le dévelop- 
pement normal. £. stellata — qui manifeste un besoin parti- 
culier de calcium — esta ce point de vue isolée dans le groupe 
des Euglénes. Nous n’avons malheureusement pas pu étudier 
la nutrition autotrophe d’E. stel/ata avec d’autres aliments 
minéraux : nitrate de Na et de K, sulfate d'ammonium en pré- 
sence de caicium. 

La seule conclusion que nous puissions tirer de ces expé- 
riences est : 1° que E. sted/ata est un organisme autotrophe ; 
2° que le calcium lui est indispensable. 


b) Nurririon orcanigus. — Pour la nutrition a la lumiére, 
nous avons, comme pour Euglena gracilis, étudié la valeur 
nutritive d'un certain nombre d’acides aminés ou de peptones. 

Nous avons utilisé le milieu dont la formule a été donnée 
p. 842. A ce milieu, on ajoutait les acides aminés & une concen- 
tration de 2 p. 1.000. Le pH du milieu était naturellement 
amené 45,5. Cependant, nous avons toujours ensemencé en 
méme temps des tubes du méme milieu de pH 7,0. 


% 
ACIDES AMINES. 


Glycocolle. 
pH 8,5 pH 1,0 
Premier repiquage ... . 5 . Pauvres. Trés pauvres. 
Deuxiéme repiquage . . . . Bonnes, anneau. Trés pauvres. 
Troisiéme repiquage . . . . Pauvres, anneau. 
Quatriéme repiquage. . . . Bonnes, anneau. 


Remarque : Troisitme et quatriéme semaines : pH 5,5 (pas de changement). 
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Premier repiquage. . 
Deuxiéme repiquage . 
Troisiéme repiquage . 
Quatriéme repiquage. 


Alanine droite. 
He 5,5 pH 7,0 

Pauvres, 

Pauvres, anneau. 

Trés bonnes, anneau. 

Bonnes, anneau. 


Pas de cultures. 


Remarque : Deuxiéme et septiéme semaines : pH 5,0. 


Premier repiquage 


Dee res pauvres: 
Deuxiéme repiquage. . . 
Troisiéme repiquage. . . 
Quatriéme repiquage . 


Valine racémique. 


pt 7,0 


Pas de cultures 


pH 5,5 


Pauvres, anneau. 
Pauvres, anneau. 
Bonnes, anneau. 


Remarque : Troisiéme semaine : pH 5,0; quatritme semaine : pH 4,8. 


Leucine gauche. 


pH 5,5 pH 7,0 


Premier repiquage. . 
Deuxiéme repiquage . 
Troisiéme repiquage . 
Quatriéme repiquage. 


Pativres, anneau. 
Bonnes, anneau. 
Pauvres, anneau. 
Trés bonnes, anneau. 


Pauvres. 
Pas de cultures. 


Remarque : Quatrieme, sixiéme et septieme semaines : pH 5,5; quatritme 
et septiéme semaines : pH 7,0. 


Sérine racémique. 


pH 5,5 pH 7,0 
Premier repiquage. =». . Bonnes, anneau. Trés pauvres. 
Deuxiéme repiquage. . . . Pauvres. 


Troisiéme repiquage.... 
Quatriéme repiquage... . 


Pauvres, anneau. 
Bonnes, anneau. 


Remarque : Quatriéme, cinquiéme et sixitme semaines : pH 5,5. 


Phénylalanine racémique. 


pH 3,5 pH 7,0 
Premier repiquace = 4). 4 «=» ~ Bonnes. Pas de cultures. 
Deuxieme repiquage. . . Pauvres. 
Troisiéme repiquage. .... . . Pauvres. 
Ouatriéme repiquage....... Pauvres. 


Remarque : Quatriéme, cinquiéme et seplieme semaines : pH 5,5. 


Annales de UInstitut Pasteur, t. L, n° 6, 1933. 56 
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Tyrosine gawche. 
pu a pH 7,0 


Premier repiquage. . Quelques palmelleides. Pas du tout. 
Pas de cultures. 


Remarque : Dixiéme semaine : pH 5,5. 


Histidine (monochlorhydrate). 


pul 5,5 pH 7,0 
Premier fepiquage 2. i 2s ea - Bonnes. Pauvres. 
Deuxi¢éme repiquage ....... Bonnes. Pas de cultures. 
Troisiéme repiquage ....... Bonnes. 
Quatriéme repiquage....... Bonnes. 


Remarque : Troisiéme, quatriéme et septitme semaines : pH 3,5. 


Arginine droite (basique). 


pH 5,5 pH 7,0 
Premier repiquage.scr.) =) = eae me Assez bonnes. Pauvres. 
Deuxiémewrepiquage as eee Pauyres. 
Troisiéme repiquage. . ©... : Assez bonnes. 
Quatri¢éme repiquage. ..... . . Trés pauvres. 


Remarque : Il y a une légére acidification du milieu qui a été amené a 
pu 4,6 et 5,0. . 


Lysine droite. 


pH 5,5 pH 7,0 
Premier repiquage s.r nsee Bonnes. Pauvtes. 
Deuxiéme repiquage...... Bonnes. Bonnes. 
Proisieme repiquage . 29). 2). Bonnes. Bonnes. 
Quatriéme repiquage. ..... Trés bonnes. Bonnes. 
Cinquiéme repiquage. ..... Trés bonnes. 


Remarque : Quatriéme, cinquiéme, septitme semaines : pH 6,0-6,2 (départ 
5,5). Départ 7,0 : pas de changement. 
Dans ce milieu il n'y a pas de différence de la culture pH 5,5 et 7,0. 


Proline racémique. 


pH 5,5 pil 7,0 
Premier repiquace:. eeeiee = eae se Bonnes. Trés pauvres. 
Deuxiemerepiquaceenereo- soe Bonnes. 
iroisieme repiquaconm ee an neeae Bonnes. 
Quatriéme repiquage. ... 1... .. Bonnes. 


Remarque : Quatriéme et cinquitme semaines : pH 4,5-4,8. 
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Acide aspartique gauche. 


pH 5,5 pH 7,0 
Premier repiquage...... Trés bonnes. Pauvres. 
Deuxiéme repiquage..... Pauvres. Tres pauvres, palmelloides. 
Troisiéme repiquage..... Bonnes. 
Quatriéme repiquage. .... Pauvres. 


Remarque : Quatriéme, cinquiéme et sixitme semaines : pIl 5,5. 


Acide glultannique droit. 


pH 5,5 pH 7,0 
PremreryweplqMase ss coe 7. Bounes. Pauvres. 
Deuxiememepiquave . | se. 4 5- Pauvres. Pas de cultures. 
Troisitme repiquage ...... . Pauvres. 
Quatnieme repiquage.—. . . - . - Bonnes. 


Remarque : Quatriéme, cinguiéme et sixiéme semaines : pH 5,5. 


Asparagine gauche. 


pH 5,5 pH 7,0 
Premier repiquage si... feces Bonnes. Pauvres. 
DeusiIeme replgquar eyes cua Bonnes. Pauvres. 
TLoisieme repiquacern. a. 20s - & Bonnes. Trés pauvres. 
Ouatri¢me repiquagze. > 24, 3) 0.) Bonnes. 


Remarque : Quatriéme et cinquieme semaines : pH 5,5 (départ 5,5); 
sixiéme ei septiéme semaines ;: pH 6,8 (départ 7,0). 


On voit donc d’aprés ces expériences : 

Que Ja lysine est l’acide aminé le plus favorable. 

L’alanine, la leucine, l’histidine, la proline, |’asparagine sont 
de bons aliments azotés, ainsi que la sérine. 

Le glycocolle, la valine, la phénylalanine, Vacide aspartique 
et l’'acide glutamique sont utilisables, ainsi que l’arginine. 

Est inutilisable : la tyrosine. 

D’autre part, on voit qu’a pH 7,0 lescultures ont été pauvres 
ou nulles, en tous cas non repiquables en série, sauf pour la 
lysine. 

Les cultures en milieu & la lysine donnent les mémes excel- 
lents résultats 8 pH 5,5 et & pH 7,0. La culture en milieu de 
pl 7,0 a été conduite presque au cinquiéme repiquage et tou- 
jours montré des cultures abondanles. 
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Prerones. — Quatre peptones ont été étudiées : 

Peptone pepsique de viande, peptone pancréatique 5 C, pep- 
tone de muscle de beuf, trés aminée (M. B. T. A), peptone de 
soie, toutes & une concentration de 2 p. 1.000. 

L’ensemencement a été fait avec I goutte de culture en milieu 
peptoné. 

Peplone pepsique de viande. — A pH 5,5, deux essais ont 
donné de bonnes cultures; il n’a pas été fait de repiquages en 
Série. 

A pil 7,0, un essai a montré des cultures trés pauvres. 

Peptone pancréatique de viande (début de digestion) |d C). — 
Dans des milieux de pH 5,5, il a été fait cing repiquages suc- 
cessifs : toujours trés bonnes cultures. 

Si l'on supprime la partie minérale du milieu, les résultats 
sont les mémes, el c’est le milieu : eau distillée 1.000, peptone 
5 C, que nous utilisons maintenant pour l’entretien de nos cul- 
tures. 

A pH 7,0, au premier ensemencement, on voit quelques 
formes palmelloides. Il n’y a pas de multiplication. Ces essais 
de culture ont été suivis pendant trois mois: il n’y a jamais eu 
ébauche de développemeat. 

Peptone pancréatique de viande (digestion trés poussée) 
(M. B. T, A.\. — A pH 5,5, les cultures sont toujours bonnes 
(4 repiquages), un peu moins riches toutefois que dans le milieu 
a la peptone 5C. 

A pl 7,0, mémes résnitats qu’avec la peptone 5 C. 

Peptone de sove. A pt 5,5, la soie hydrolysée permet 
également de bonnes cultures (3 repiquages). Culture moins 
riche qu’avec la peptone M. B. T. A. 

A pH 7,0: pas de culture. 

Les meilleurs résultats sont done fournis par la peptone de 
muscle ayant subi un début de digestion pancréatique. Le muscle 
ayant subi une digestion pancréatique prolongée et la soie 
hydrolysée permettent de bonnes cultures, mais moins riches 
qu’avec la peptone 5 C. 

La peptone 5 C donne des résultats meilleurs que le plus 
favorable des acides aminés, c’est-a-dire la lysine. 
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Essais DE CULTURE A L’OBSCURITE., 


Nous avons essayé d’entretenir /. stel/ata & Vobscurilté. 

Les premiers essais ont été réalisés avec un milieu peptoné 
a 2,4 et 10 p. 1.000 (peptone 5 C), de pH 5,5. Résultats néga- 
ifs. Méme au premier ensemencement, pas de culture, méme 
si ’ensemencement est pratiqué avec VIII gouttes de culture. 
Ii y a simplement transformation des flagellés, ou tout au moins 
de la majorité des flagellés, en palmelloides. 

Nous avons pensé a ajouter au milieu de l’acétate de sodium 
(2 p. 1.000). Les résultats ont été négatifs, comme aussi aprés 
addition de pyruvate et de lactate de sodium. 

Avec le tartrate de sodium et la glycérine, il y a un trés faible 
développement qui s’est arrété au deuxiéme repiquage. 

Le propionate de sodium a donné de trés bonnes cultures au 
premier et au deuxiéme repiquage. Le troisieme repiquage n’a 
donné que des cultures trés pauvres, impossibles 4 repiquer. 

Il ne nous a donc pas été possible de cultiver E. stellata a 
Pobscurité. 

ConcLusions. 


E. stellata constitue, nous l’avons vu, une espéce trés sen- 
sible & la réaction du milieu (pH optimum 5,5). Nous avons vu, 
d’autre part, que l’E. stellata ne se satisfait pas des traces de 
calcium qui se trouvent dans les milieux minéraux habituels. 
Une proportion assez importante de calcium doit étre présente 
dans Je milieu pour permettre la multiplication. A ce point de 
vue, E. stellata differe de toutes les autres Huglénes étudiées. 

E. steliata est d autre part jusqu’a maintenant le seul Kuglé- 
nien pour lequel la lysine constitue le plus favorable des acides 
aminés. D'autre part, alors queles milieux peptonés de pH 7,0 
ne permettent pas la multiplication d’E. stellata, les milieux a 
base de lysine permetlent des cultures fort riches. 

Nous pouvons done indiquer comme principales caractéris- 
tiques physiologiques d’E. stellata : 

1° La zone étroite de pH favorable, avec optimum a 5,5; 

2° Le besoin en calcium ; 

3° Le fait que la lysine est un aliment trés favorable. 
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Nous remarquerons enfin que, comme E. gracilis, E. stellata 
est un organisme autotrophe. Mais la lumiére lui est indispen- 
sable; E. stellata est done obligatoirement phototrophe. 


Euglena klebsii. 


Hisrortour. Soucne. MILieu dD’ ENTRETIEN. 


Lemmermann a créé une variété Klebsi pour une forme par- 
ticuliére d’ Euglena intermedia (Klebs) Schmitz. 

Mainx (1928) a jugé que la variété A/ebsa devait constituer 
une espéce distincte de E. intermedia. Cette espéce doit donc 
se nommer ZF. klebsiz (Lemm.) Mainx. 

La souche que nous avons éludiée a été isolée en culture 
bactériologiquement pure par F. Mainx, qui en a fait une étude 
physiologique assez poussée. 

Dans un milieu a base-d’extrait de viande de Liebig, Mainx 
trouve qu’une réaction acide est plus favorable qu'un milieu 
neutre. Les milieux alcalins sont défavorables. 

Comme aliment azoté, &. Alebsi peut utiliser le sulfate 
d’ammonium, le nitrate d’ammonium et le nitrate de potas- 
sium, qui permettent de bonnes cultures dans les milieux acides 
(Pas de cultures dans les milieux alcalins). Mainx n’indique pas 
le nombre de repiquages qu il a effectués et n’a pas précisé le 
pH des milieux de culture. ' 

Mainx a é6tudié d’autre part la nutrition carbonée 8 la lumiére 
dans un milieu ainsi constitué : SONH,), 0,5, KH,PO, 0,2 
MgSO,0,1 — eau 1.000 — additionné d’acides organiques divers 
et dont le CO, était éliminé. 

Tous les essais ont été négatifs, quel que soit l’acide organique 
ajoulé : acide acétique, propionique, butyrique (sels de sodium), 
lactate de calcium, malate de potassium, citrate de sodium, 
tartrate de potassium (1 p. 1.000). Mémes résultats négatifs si 
on ajoute au milieu du glucose, du saccharose, de la mannite 
ou de la glycérine. 

D’aprés Mainx, E. klebsii est obligatoirement autotrophe au 
point de vue du métabolisme carboné, c’est-a-dire que l’assimi- 
lation chlorophyllienne lui est indisrionaahite. 
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Nous ne parlerons que pour mémoire des travaux de Lins- 
bauer (1915) qui n’a pas eu de cultures bactériologiquement 
pures. 


Minieu v’enrretien (pH optimum). — Nous avons d’abord 
déterminé dans un milieu & base de peptone M. B. T. A. le pH 


optimum pour le développement. 


FLAGBLLES 
par millimétre cube 


Trés bonne culture correspond a une densité de 


j UBS Con ah eae galore oder ay Le a eben Aa EES” Aaah 67 
Bonne culture correspond 4 une densité de ... . 30 a 67 
Culture pauvre correspond 4 une densité de... . 3 a 30 


Culture trés pauvre correspond 4 une densité de . Moins de 3. 


FARCE < 5: oa ia arte Cr aren nO Me nee Cultures trés pauvres. 
IDEA Dare oso cute. os a. ca een eh wah ce en fa Cultures trés pauvres. 
PUES Oren NPN stn ences abel stare cial cto tiles (ete Cultures trés pauvres. 
ELS SOR Lelie teat te ea hele te teh ae esas Cultures pauvres. 
EAS GAD AL See Areca Me ire Ye gece a EN RoC LA Assez bonnes cultures. 
7653 th Shee Beni earner et CaP Assez bonnes cultures. 
SERIA eta! (team totsits Wrsiks vethay toh sa Assez bonnes cultures. 
PEP Si Open Vet oye Polen Os Nie OO eee Cultures pauyres. 
DIELS SLOP e ain sy con oe oho RT a Pee te ee Cultures pauvres. 
DELES Oe eMtetie iam oa «asthe Igei 5) to) co top- cones oats Cultures pauvres. 


Dans nos premiers essais (4930 c), nous avons indiqué comme 
limite de développement 5,5 et 7,5. En réalité, il y a des cul- 
tures pauvres a pH 4,0 et 8,5. Mais les Euglénes tombent trés 
rapidement au fond des tubes, ce qui peut faire penser qu’on se 
trouve en présence de cadavres. En réalité, on peut repiquer les 
cultures avec le dépét. 

La zone optimum pour le développement WE. Aledsiz est donc 
comprise entre pH 6,0 et 7,0. Toutes nos expériences ont été 
faites soit 4 pH 7,0, soit & pH 6,5 et 7,0. 

Comme milieu d’entretien, nous avons utilisé le milieu sui- 


vant : 


Sulfatexd ena Ome samy’. i cete) sen eiemios viii ve 1 total veice 0 
Phosphate monopotassique ............. 0 
Ghilorure-de- potassiunaamarqteenma wean tke 0 
(DIN RTRs OO bbe sh a debe ule 0, 
Pith) Wit 6 a eec 0 6,6 6 0 6 6G ole prgee ru ec 2 
NECLALE AG SOCOM) o2 ah su enews oss Sohne 2 
Seeely CRUSELLFGEE 7. ee cee, fae te Mic loos). 1s, san ees ose 4.000 
NaOH, q. s. pour pH 6,5. 
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NUTRITION A LA LUMIERE. 


a) Nurrition winérate. — Dans le milieu ci-dessus, l'aspa- 
ragine et l’acétate de sodium ont été supprimés et remplacés par 
quelques sels nitriques et ammoniacaux. Les milieux étaient 
amenés a pH 6,5. 

Au premier repiquage, nous avons ensemencé également des 
milieux de pH 7,0, mais Je développement élant meilleur a 
pH 6,5, nous avons poursuivi la série des repiquages, unique- 
ment dans des milieux de pH 6.5. 

Toutes les cultures sont ensemencées avec I goutte d'une 
souche en milieu d’entretien, c’est-a-dire asparagine -- acétate 
de sodium. 

Nitrate de calcium. 


Premierure pli ale memes 5c. ene Cultures trés pauvres. 
Heuxiememepiquapemes« se cee ae Cultures trés pauvres. 
Troislemesrepiquace aamew sites eee Cultures trés pauvres. 


Ouatniemereniquaces ay.5 eae eee Cultures trés pauvres. 


Nitrate de potassium, 


Premierirepiquage:) aes cme ls eee Cultures trés pauyres. 
Deuxieme re piquarxeni ages eae Cultures trés pauvres. 
Troisiéme repiquage. - +... . « « . . Cultures trés pauvres. 
Quatrieme repiquage 0. ie. ss ee Cultures trés pauvres. 
Nilrate de sodium. 
Premienrepiquage sae ees ee - ... Cultures trés pauvres. 
Deuxiemeirepiquare sca ie, conecare Cultures trés pauvres. 
‘Proisiemesrepiquage) ss <0 on aren eee Cultures trés pauvres. 
Ouairieme repiquares. eames eee Cultures trés pauvres. 


Nitrale d’ammonium. 


Premier tepiquagees mcm. nue SSG Cultures pauvres. 
Deuxiéme repiquage. ........... Cultures pauvres. 
Troisiémemepiquacess, wiemc: seca . Cultures pauvres. 
Quatriéme repiquage ...... - .. .. Cultures pauvres. 


Phosphate d’ammonium. 


PLemMershe pug ae Con. samen cne meant me Cultures trés pauvres. 
Deuxieme repiquage........... Cultures trés pauvres. 
Troisitme repiquage...... . - .. . Cultures trés pauvres. 


Quatriéme repiquage ...... +... Cultures trés pauvres. 
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Sulfate d’ammonium. 


Premienrepiquagesi. aa. oe so. s Cultures pauvres. 
Deuxiémemepiquares <o- 29 21.55 so Cultures pauvres. 
Troisi¢me mepiquage <..-4-2 ss. 6 es Cultures pauyres. 
OQuatritme repiquacen.s.. «<4. s24 Cultures pauvres. 

Remargque : Le changement du pH au cours de la culture est presque nul. 


Tous les sels étudiés permettent donc l’entretien d'une cul- 
ture d’Euglena klebsii. La culture est cependant toujours trés 


pauvre. 


Euglena klebsii est donc une espéce autotrophe, mais ne se 
développe qu’avec de grandes difficultés dans les milieux miné- 


raux. 


5) Nutrition organique. AcipEs amints. — Les acides aminés 
ont été étudiés dans le méme milieu que les sels minéraux a 


pu 7,0. 


Glycocolle. Avec I goutte d'une souche en milieu a Vhistidine : 


ERCMICIELEDIGUASC cure sn TElmcE ye ion sm oie en cote Cultures pauvres. 
Deuxiemesepid acer mane men arin mci. Cultures pauvres. 
MLOIsieMmesreplquace.ary mite lime e eet. Cultures pauvres. 
OnAMiememMeplquagzer. 1p swe wiley oh eee Cultures pauvres. 
Remarque : Deux autres séries d’expériences 4 partir des souches en 


milieux soit 4 l'asparagine, soit 4 laleucine, donnent des résultats moins bons. 


Alanine. Avec I goutle d'une souche en milieu a l’asparagine : 


Preniler LEPIQUage tani Gs eo) ens ements Cultures pauvres. 
Denxiene) repiquace.s s 1 ran.) iui mene Cultures pauvres. 
Troisieme; repiquase:. jue dis-ease ea Bonnes cultures. 
OQuairieme repiquace. . = 0 6 slums Bonnes cultures. 
Cinquiéme repiquage....+«-«-s-+4e-. - Bonnes cultures. 


Remarque : Sixiéme semaine : le pH 7,0 (pas de changement). 


Valine. Avec I goutte d'une souche en milieu a l’histidine : 


Premier repiquage...... Sat SPDR eee Cultures pauvres. 
Dewuxieme re plquage oa. ton) smeatcments: eaten ae Cultures pauvres. 
Troisicme, LEPlguUage «oven + sn cuioitey hs) eotenes Cultures pauvres. 
Quatriéme repiquage ......... . . . Cultures pauvres. 


Remarque : 


Deux autres séries d’expériences donnent les mémes résultats. 
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Leucine. Avec I goutte d’une souche en milieu a lasparagine : 


Premier repiquage, . 2s) =] @ ene eee . . Bonnes cultures. 
Deuxiéme repiquage. ...+.-+-+-s+-+s Cultures pauvres. 
Troisiéme repiquage. ...:.-.4+-+-.- . . Bonnes cultures. 
Quatriéme repiquage.....-..-.-- .. . Bonnes cultures. 


Remarque : Il n'y a pas de changement du pH au cours de la culture a 
quatriéme et sixiéme semaines. 


Sérine. Avec I goutte d'une souche en milieu a l'asparagine : 


Premier repiquage. 2... 5 .)s)s ee Cultures pauvres. 
Deuxemem epiqiilas eran meme meet . Cultures pauvres. 
Troisiéme repiquage............ . Cuitures pauvres. 
Quatriémesrepiquage. 0. a) seen ee Cultures pauvres. 


Remarque : Une autre série avec | goutte dune souche en milieu a la leu- 
cine donne les mémes résultats. 


Phénylalanine. Trois séries d’expériences avec I goutte des souches en 
milieux, soit a l’asparagine, soit & la leucine, soit & histidine, ne donnent 
pas de culture. Observation : trois mois. 


Tyrosine. Trois séries d’expériences avec I goutte des souches en milieux, 
soit a l'asparagine, soit A la leucine, soit A lalanine. Résultats négatifs. 


Tryptophane. Trois séries d’expériences avec I goutte des souches en 
milieux : peptoné, a lhistidine et 4 la leucine. Résultats négatifs. 


Histidine. Avec I goutte d'une souche en milieu peptoné : 


Bremermepiquac ca) ea men tne Trés bonnes cultures. 
Deuxitme repiquage ........... Bonnes cultures. 
Troisitme repiquage ........-. - Cultures pauvres. 
OQuatniemetreniqua reas ane Bonnes cultures. 


Remarque : Deux autres séries d’expériences avec I goutte des souches en 
milieux. soit 4 asparagine, soit a la leucine, donnent les mémes résultats. 
pH 6,8 a la dixiéme semaine. 


Arginine. Avec I goutte d’une souche en milieu peptoné : 


Premenrepaquage. 275 2 fia eee Bonnes cultures. 
1OUR SUES THE OENEAS. Bog GG a 6 Se oe ee - Pas de culture. 


Remarque : Une autre série d'expériences avec I goutte d’une souche en 
milieu & la leucine ne donne pas de culture, méme au premier repiquage. 


Lysine. Avec I goutte d'une souche en milieu & la leucine : 


Premier repiquages, ei.8 6) ese ase Cultures pauvres. 
Deuxitme. repiquage.. ss. — 2). a ee eee Cultures pauvres. 
Troisiéme repiquage. ....... re ec Cultures pauvres. 


Ovatritme repiquage.. ... 2... .... Cultures pauvres. 


~ ? 
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Remarque : Deux autres séries d’expériences avee I goutte des souches en 
milieux peptoné et 4 histidine donnent des résultats moins bons. 


Deuxiéme série d’expériences a pH 6,5. 
Ensemencement avec I goutte d’une souche en milieu & l'alanine : 


EPLeMeESCeDIGUAle ee aes ecu Bonnes cultures. 
Deuxiéme repiquage....... .... Trés bonnes cultures. 
Troisi¢me: repiquage).. . .. 2... ss Bonnes cultures. 
Quatriéme repiquage. ..... ..... Bonnesi cultures. 


Remarque : La culture dure trés longtemps (plus de huit mois), mais aprés 
trois mois tous tombent au fond du tube. 

Pas de changement du pH aux vinglitme, vingt-quatriéme, trente-troisitme 
semaines. 


Proline. Avec I goutte d’une souche en milieu peptoné : 


BREMUErEEPI guage ss svete om chee oe Bonnes cultures. 
Deuxiéme nepiquage adi: 4). Si la\ehs 5. 6 Cultures pauyres. 
PROISIGCME Le DIGUAC OC. Cee Let: . -- Cultures pauvres. 
Quatrieme irepiquage 2.6.5. eee . - - Bonnes cultures. 


Remarque : Une autre série d’expériences avec I goutte d’une souche en 
milieu & la leucine donne des résultats moins bons. 


Acide glutamique. Avec I goutte d’une souche en milieu a l’histidine : 


PLeCUMuerse Pluiae er, cmt auertouinins etre cnt Cultures pauvres. 
Deuxiemewepiquaceny «0 =) .eeteecmiw ore i . Cultures pauvres. 
Troisiéme repiquage. .....44.. ..... Cultures pauvres. 
QOuatrieme replguace vers) «yok on see ... . Cultures pauvres. 


Remarque : Deux autres expériences avec I goutte des souches en milieu 
A lasparagine donne des résultats moins bons. 


Acide aspartique. Quatre séries d’expériences avec I goutte des souches 
en milieux 4 l’asparagine, 4 l’alanine et a l’histidine : 


Premier repiquage...... Cultures pauvres ou trés pauvres. 
Deuxiéme repiquage.... . Pas de culture. 


Asparagine. I, cing séries d’expériences avec des souches en milieux pep- 
toné et a l’alanine donnent de plus ou moins bonnes cultures, a pH 7,0; 
amené jusqu’au sixiéme repiquage, parfois meilleures cultures qu’en milieu 
peptoné. 


Il, a pH 6,5. 

Avec I goutte d’une souche en milieu peptone : 
Premier repiquage ...... apaet eiiteeowee - « Bonnes cultures. 
Deuxiéme repiquage ............. Bonnes cultures. 


Troisiéme repiquage ...... Bad otoe Oe deo Bonnes cultures. 
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Remarque : Il y a acidification du milieu; sixitme semaine : pH 6,2: 
treizieme semaine : pH 5,8-6,2; dix-huitieme semaine : pH 6,0-6,2 (pH initial 6,5). 

Les cultures paralléles & pH 7,0 donnent des cultures moins riches. 

Pas de changement du pH aux sixiéme et treizieme semaines. 


Ill, milieu asparagine + acétate de Na a pH 6,5 (souche milieu a l'alanine) ; 


Premier repiavagesie > co) 2 suet ©) eae Trés bonnes cultures. 
Deuxieme repiquaser". 4°50 554-54 Cultures pauvres. 
Troisie¢mesreplquagen. so ee es 2) eee Bonnes cultures. 
Ouatriéme-repiquase es. ener ee Trés bonnes cultures. 
Cingquieme repiquages. 2 2 an) =e Trés bonnes cultures. 
SixIEMe Re Pid oe ene ee ee ens Bonnes cultures. 


Remarque : Il n'y a pas de changement du pH au cours de la culture. 
Dixiéme et douziéme semaines : pH 6,5; vingtitme semaine : pH 6,3. 

Les cultures paralléles en milieu sans acétate de Na donnent des résultats 
moins bons. 


L’alanine, la leucine, l’histidine, la proline, l’asparagine con- 
stituent les meilleurs aliments azotés (parmi les acides aminés) 
pour £. klebsw. Le glycocolle, la valine, la sérine, l’acide glu- 
tamique sont utilisables. 

La phénylalanine, la tyrosine, le tryptophane, l’arginine, 
acide aspartique sont inutilisables. 

La lysine, 4 pH 7,0, ne permet que des cultures trés pauvres 
et &8 pH 6,5 de trés bonnes cultures. 

Enfin, l’addition d’acétate de sodium au milieu a l’asparagine 
améliore le développement des flagellés. 


Peetones. — Dans le méme milieu que pour les expériences 
précédentes, les acides aminés ont été remplacés par diverses 
peptones a 2 p. 1.000. Toutes les expériences ont été effectuées 
a pl 6,5 et 7,0. 

Dans les milieux peptonés, les cultures sont variables et 
nvont été amenées qu’aux deuxiéme et troisiéme repiquages, 
mais les mémes peptones ont été étudiées plusieurs fois. I] n’y 
a pas de changement du pH. L’addition d’acétate de sodium 
n’améliore pas les cultures. Les milieux & pH 6,5 donnent sou- 
vent de meilleurs résultats que ceux 4 pH 7,0. (En 1930, d’apres 
les expériences produites en milieu peptoné, nous avons conclu 
que le pIl optimum pour cette espace est 6,5.) 

La « peptone de soie », la peptone pancréatique trés aminée 
(M.B.T. A) et la peptone pancréatique 5 C permettent de 


RECHERCHES SUR LA NUTRITION DE QUELQUES EUGLENES 837 


bonnes cultures. La peptone pepsique de viande peu dégradée 
est moins favorable. La peptone favorable et l’asparagine 
donnent des cultures équivalentes, mais les flagellés restent 
vivants plus longtemps dans les milieuy a |’asparagine. 


EssaIs DE CULTURES A L'OBSCURITE. 


Nous avons tenté d’obtenir la culture & l’obscurité dans les 
milicux suivants : 8 pH 6,5 et 7,0: 

Milieu a l’asparagine + acétate de sodium : résultats négatifs. 

Milieu & la peptone 5 C additionné d’acétate, de butyrate, 
de propionate, de malate, de citrate de sodium: résultats 
négatifs. 

Mémes résultats négatifs avec mannite, glucose, saccharose. 


CONCLUSIONS. 


Euglena klebsi est donc une espéce autotrophe, mais les sels 
minéraux, nitrates, sels dammonium ne permettent que des 
cultures pauvres. Certains acides aminés permettent, au con- 
traire, un développement excellent des cultures. Parmi les pep- 
tones, il semble que les plus favorables soient celles qui 
résultent de l’hydrolyse prolongée des protides. La peptone 
pepsique de muscles peu dégradée, riche en polypeptides, si 
favorable aux autres espéces (E. gracilis, E. stellata), ne con- 
stitue pas un bon aliment azoté pour &. klebszv. 


Euglena anabena var. minor 


Historique. Soucwes. Mitieux D’ENTRETIEN. 


Euglena anabena a été découverte et décrite par F. Mainx 
(1926). Cet auteur a distingué, en 1928, une variété minor de 
Vespéce en question. 

Mainx a réussi a obtenir la culture bactériologiquement pure 
de cette espéce en milieu & l’extrait de viande de Liebig et 
Véreptone. 

Nous avons étudié la souche méme de F. Mainx. Comme 
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milieu d'entretien, nous utilisons le milieu 4 la peptone pancréa- 
tique 5 C comme pour Euglena gracilis (v. p. 840). 


Réaction pu miieu. — Dans ce milieu peptoné, nous avons 
étudié Vinfluence de la réaction du milieu entre pH 3,5 et 
pul 8,5. 

FLAGELLES 


par millimétre cube 


Trés bonne culture correspond & une densité de. . 100 a 500 
Bonne culture correspond 4 une densité de... . 45 a 100 
Culture pauvre correspond a une densité de. . . . 5a 45 
Culture trés pauvre correspond 4 une densité de . Moins de 5. 
PoUlS bY ee Reale. “ehes eemeiaee- Poee NeMetrEL = Pas de culture. 
DEIVEO tennis” Za) Cag of o.oo oan ne aoe ear ee Pas de culture. 
Vile Ge Shee Ss SiO NN Grd goey ce he A 3S Pas de culture. 
ede Ue det Se Pete MS SS ode airs aecy. We Baca sce Ain sia Pas de culture. 
PERS Byrd, whet be) ee A se eee © ern eee eee Culture pauvre. 
PH 600 ce ari eee sane ee ee ee ee Bonne culture. 
POTA IG (Bois, Sab sa cutsie on ne aa ead Re ate Be Bonne culture. 
DIT TSOR Simin Veh eee che ean eee eee Trés bonne culture. 
EL 0.5 Gk < Se Ee ha ee A eee Bonne culture. 
DHE 10 oy ed erat go lu Pe he en Bonne culture. 
DES oe co var cmaed shtclereratac on mae Cec tree ne ae Culture pauvre. 


Donc possibilité de culture entre pH 5,5 et pH 8,5. Bon 
développement des cultures entre pH 6,0 et pH 8,0. 
Toutes nos expériences ont donc 6té réalisées & pH 7,0. 


NurTRriTION A LA LUMIGRE. ; 

a) Nurrition mintrate. — Premiers essais. — Au cours de 
nos premiéres expériences dans le milieu minéral habituel, 
nous avons étudié comme aliment azoté les sels suivants : 
nitrate de calcium, nitrate de potassium, nitrate de sodium, 
nitrate d’ammonium, sulfate d’ammonium et phosphate 
d’'ammonium bi-basique. 


Le nitrate de calcium a été essayé sept fois : résultats négatifs. 


Nitrate de sodium : premier repiquage pauvre, deuxiéme négatif (plu- 
sleurs expériences),. 


Nitrate de potassium : négatif (plusieurs expériences). 
Nitrate d’ammonium : premier repiquage pauyre, deuxiéme négatif (plu- 
sieurs expériences). 


Sulfate d’ammonium : premier repiquage trés pauvre, deuxiéme négalif 
‘(plusieurs expériences), 
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Phosphate d’'ammonium: premier repiquage, bonne culture; deuxieme, 
négatif. Le deuxiéme repiquage a été tenté plusieurs fois. On a ensemencé 
plusieurs tubes en méme temps chaque fois, méme avec X gouttes de cul- 
ture les résultats ont toujours été négatifs. Les cultures témoins de Chla- 
mydomonas, dans le méme milieu, donnaient de bons résultats. 


Nous avons conclu (1930 d) qu’ Euglena anabena var. minor 
était incapable de se multiplier dans les milieux minéraux. 

Deuxiéme série d’essais. — Aprés quelques mois, nous avons 
repris ces expériences. 

Le milieu employé a été le milieu suivant (milieu de Mainx) : 
sulfate de magnésium, 0,1; phosphate bi-pctassique, 0,2; 
chlorure ferrique, 0,0025; eau bi-distillée, 1.000; aliment 
azote, Tp .-1-000'5 pil “7,0. 

Les résultats de cette deuxiéme série d’essais sont les mémes 
que ceux de la premiere série, sauf pour ce qui concerne le 
milieu au phosphate d’ammonium. 

Dans ce dernier milieu, nous avons obtenu : 


VOMIT) LEMOWARS aye opiceisy Sy cure ms esos ve Cultures pauvres. 
Peuxieme reprquage.. ... - -.- .- .. Cultures pauvres. 
WrOigeme TePIGUabe i=) = el yn, yu, ede Bonnes cultures. 
OVAMICTUEsepIquale. eee en coe) ne . . Bonnes cultures. 
Cingulémerepwquage os ee spe eine Bonnes cultures. 
SIXLCMIEMEPIQUAGE Ay en ke fee ee eon a oes Bonnes cultures. 
Sepiemeepiquace: .o yew lat) irs See ulbunes) pauvres: 
Huitieme repiquave 2. 2.8) 5 ao. . . Cultures pauvres. 


Les résultats de notre premiére série d’essais ont donc été 
faussés. Nous ne comprenons d’ailleurs pas quelle cause d’erreur 
a pu intervenir. Nos milieux n’étaient certainement pas toxiques 
puisque des cultures témoins (Chlamydomonas, Euglena gra- 
cilis) s'y sont parfaitement développées. 

Nous devons donc conclure qu’Euglena anabena var. minor, 
qui peut uliliser le phosphate d’ammonium, est un organisme 


. 


autotrophe. 
Nous avons refait des essais avec un milieu au sulfate 


d’ammonium : résultats négatifs. Nous avons essayé aussi des 
sels d’ammonium de divers acides organiques : acétate, lactate et 
succinate d’ammonium ; il y a survie au premier repiquage. Le 
deuxieme repiquage a été impossible. Le citrate d ammonium 
n'a pas donné de culture du tout. Ces milieux aux sels orga- 
niques d’ammonium permettent la culture d’Huglena gracilis, 
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6) Nurririon orcanigue. — Dans le milieu indiqué ci-dessus, 
Valiment azoté a 6té fourni sous forme d’acides aminés en solu- 
lion a 2 p. 1.000, ou & saturation si les acides sont insolubles 
a cette concentration. 

Le milieu était amené a pH 7,0. 


Glycocolle. Avec I goutte d’une souche en milieu a la proline : 


Préimiersrepiquace ns. -acaes a. mie me ie Cultures pauvres. 
Deuxiemerepiquarer as. as ea ere eee Cultures pauvres. 
Troisiémie-repiquage. 3.5) 9 2). 9. ee Cultures pauvres. 
Quatriémetrepiquagesn. oi-5o eu of tat code = Cultures pauvres. 


Remarque : Trois autres expériences a partir de différentes souches (soit 
en milieu 3 la leucine, soit en milieu peptoné) : mémes résultals. 
pH final : seiziéme semaine 7,0. 


Alanine. Avec I goutte d'une souche en milieu a la leucine : 


Premirermrepiquageme ss: asi en aes ee Cultures pauvres. 
Deuxiemesrepiquace eae ca) re eee Cultures pauvres. 
LrOsreMe me plquages pee een eae Cullures pauvres. 
Quatriémemeplquaresn. 2c ie nee me Cultures pauyres. 


Remarque : Deux autres essais (souche en milieu peptoné) : mémes 
résultats. 
pH, pas de changement (cinquiéme et seiziéme semaines). 


Valine. Avec 1 goutte d'une souche en milieu a la phénylalanine : 


Premierirepiquace:. 208-7 e ee ee Cultures pauvres. 
Deuxieme repiquaves sae. cee eee . Cultures pauvres. 
Troislemesrepiquasens.5 si. \-b-i seen nee Cultures, pauvres. 
Quatriéme repiquages pee). ee Cultures pauvres. 


Remarque : Trois autres expériences (souches soit en milieu peptoné, soit 
en milieu a la leucine) : mémes résultats. 
Pas de changement de pH a Ja seiziéme semaine. 


Leucine. Avec | goutte d'une souche en milieu a la valine : 


Premiere plquace worn n eee . . Cultures pauvres. 
Deuxiemerepiquagsesms.) =) 7 ee eee Cultures pauvres. 
TROISiemelre piguacen sit) sa se) nn Cullures pauyres. 
Ouatri¢mie repiquages.o. 5). 09h) -seeeenee Cultures pauvres. 


Remarque : Deux autres séries d’expériences 4 partir d'une souche en 
milieu peptoné ont donné des résultats semblables, 
Il n’y a pas de changement du pH A la seiziéme semaine. 


Sérine. Avec I goutte d'une souche en milieu peptone : 


RECHERCHES SUR LA NUTRITION DE QUELQUES EUGLENES 864 


Premier repiquage : Cultures trés pauvres jusqu’a la quatorzitme semaine; 


la seiziéme semaine, cultures pauvres; la dix-septitme semaine, cultures 
trés pauvres. 


Remarque : Deux autres séries d’expériences avec I goutte (souches en 
milieux phénylalanine et proline) donnent des résultats moins bons. 


Phénylalanine. Avec I goutte d’une souche en milieu peptoné : 


Premier repiquage. = 4 205 2 2 alc: Bonnes cultures. 
Deuxteme repiquaces 2 2). 9. 2. s Trés bonnes cultures. 
Rroisremerrepiqnagzesas = men) shea Cultures pauvres. 
Quatriéme repiquage =<. ........ Bonnes cultures. 


Remarque : Une autre série d’expériences 4 partir d’une souche en milieu 
3 l’asparagine donne les mémes résultats. 


Tyrosine. Avec I goutte d’une souche en milieu a la phénylalanine : 
Premier repiquagesgor = Ue et eee Cultures pauvres. 
Weuxieme Le PIquarer cise n/p cere he a Pas de culture. 


Remarque : Trois autres séries d’expériences avec I goutte (souches en 
milieux soit peptoné soit 4 la proline) donnent les mémes résultats. 


Tryptophane. Trois séries d’expériences sont effectuées avec I goutte ou 
II gouttes des différentes souches en milieux peptoné, 4 la phénylalanine et 
a la proline : 

Premierrepiquage 2). 0< .fiba i sl ert tases Fe Pas de culture. 


Histidine. Avec I goulte d’une souche en milieu peptoné : 


Premicrmepigquacey. eae 1. ois cit Cultures pauvres. 
Deuxiemeirepiquagce se...) 1 |. Cultures pauyres. 
Unoisieme repiguage. 1. eon Pas de culture; trés peu de 


formes palmelloides. 


Arginine. Trois séries d’expériences avec | et II gouttes des souches en 
milieux peptoné, a la phénylalanine et a Ja proline : 


Premier Leplquage sc-civics ols cuem ae! ce Pas de culture. 
Lysine. Exactement les mémes résultats que pour l’arginine. 


Proline. Avec I goutte d'une souche en milieu peploné : 


Premier mrepiquage «4 bee) erent ve Bonnes cultures. 
Deuxiéme repiquage. ....... eee bonnesscultures: 
Troisiéme repiquage. ...-..--..+-+.--. Cullures pauvres. 
Ouatriememepiquage. 2 3 24 32 2 = Cultures pauvres. 


Remarque : Le troisiéme repiquage est effectué deux fois, mais les cultures 
sont toujours pauyres. 
pH, la sixitme semaine pas de changement (7,0). 
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Acide glutamique. Avec I goutte d’une souche en milieu phénylalanine : 


Premier repiquage . . . Bonnes cultures. 
Deuxiéme repiquage . . Pas de culture, quelques palmelloides. 


Remarque : Une autre série d’expériences avec I goutte d'une souche en 
milieu peptoné donne les mémes résultats. 


Acide aspartique. Avec I goutte d'une souche en milieu 4 la phénylalanine. 


Premiersrepiquae ens. oe a ose) ee es Cultures pauvres. 
Deuxiemeseprquarer 5) es es ee = ee Cultures pauvres. 
Troisiemerepiquare. = s-- 4 ~ -ec= ><) = Cultures pauvres. 
Quatrieme repiqnage. .-..--....25- Cultures pauvres. 


Remarque : Une autre série, avec | goutte d'une souche en milieu peptone, 
donne les mémes résultats. 


Asparacine. — Au cours de nos premiers essais, quatre ten- 
tatives de culture dE. anabena dans un milieu 4 l’asparagine, 
a partir d’une souche en milieu peptoné, ne nous avaient 
donné que des résultats négatifs (H. Dusi, 1930 d). Une autre 
série d’essais nous a donné des résultats positifs et notre 
erreur a été redressée (H. Dusi, 1931). 

Nous avons pu obtenir quatre cultures successives d’E. ana- 
bena en milieu a l’asparagine. Le pH des cultures est resté 
a 7,0. Le développement a élé assez bon. 

Remarque : On voit donc que l’asparagine et la phénylalanine 
permettent d’assez bonnes cultures d’ Euglena anabena; sont 
utilisables le glycocolle, l’alanine, la valine, la leucine, la pro- 
line et l’acide aspartique. : 

Sont inutilisables : la sérine, la tyrosine, le tryptophane, 
histidine, ’argimine, la lysine, l’acide glutamique. 


Peerones. — Nous avons essayé quatre peptones : 

La soie hydrolysée permet toujours des cultures non abon- 
dantes. Les peptones, pepsique de viande, pancréatique 5 C et 
M.B.T. A., donnent toujours des cultures trés riches (plus de 
300 flagellés par millimétre cube). 

Il n’y a pas de changement du pH dans les milieux peptonés 
(pH 7,0 au quatriéme mois de culture). 
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EssAIS DE CULTURE A L’OBSCURITR. 


Nous avons tenté la culture a Lpbseurite WE. anabena dans 
un milieu peptoné (peptone 5 C ou d’arachide) additionné des 
acides suivants sous forme de leur sel de sodium : acides acé- 
tique, butyrique, lactique, pyruvique, glycérophosphorique, 
succinique, malique, tartrique, citrique : résultats négatifs. 

Dans une autre série, nous avons étudié une suite plus com- 
pléte d’acides gras : acides acétique, propionique, butyrique, 
isobutyrique, valérianique, isovalérianique, caproique, hepty- 
lique, octylique, nonylique : résultats négatifs. 

Des expériences témoins ont montré que tous ces milieux, 
sauf ceux aux acides heptylique, octylique et nonylique, per- 
mettaient a la lumiére un bon développement dE. anabena. 

Dans une troisiéme série, enfin, nous avons ajouté au milieu 
peptoné de l’acétate, du propionate, du butyrate et du caproate 
de sodium, de la glycérine, de la mannite, du glucose et du 
saccharose. Résultats négatifs a l’obscurité; a la lumiére, tous 
ces milieux ont donné d’abondantes cultures d’E. anabena. 

Nous avons enfin ajouté de l’acétate de sodium a divers 
milieux peptonés a base de peptone pancréatique 5 CG, de pep- 
tone pepsique de muscle, de peplone pepsique d’ spe Les 
résultats ont toujours été négatifs. 


CoNncLUSION. 


Euglena anabena var. minor est donc une espéce difficile & 
cultiver dans les milieux minéraux. Le phosphate d’ ammonium 
seul nous a donné des cultures. D’autre part, cette espéce 
assimile relativement peu d’acides aminés. Deux seulement, 
parmi ceux que nous avons étudiés, constituent un bon aliment 
azoté. 

Les peptones sont trés favorables. Enfin, nous ajouterons que 
la photosynthése est obligatoire. 
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Euglena deses Ehrenberg. 


Historique. Sovucues. Mitieu p’ENTRETIEN. 


Euglena deses a été décrite en 1832 par Ehrenberg qui l’a 
étudiée plus complétement en 1838. Elle a été revue par 
Dujardin (1841), Stein (1878), Kent (1880-81), etc. 

La premiére culture pure d’Euglena deses a été réalisée par 
F. Mainx (1924) & qui nous devons notre souche. 

Mainx a étudié l’influence de la réaction du milieu de culture 
(milieu & base d’extrait de Liebig) : 

Dans un milieu neutre, trés bonne culture; dans un milieu 
acide (additionné 1/400 d’acide citrique normal), il n’y a pas de 
culture. Dans un milieu légérement alcalin (additionné de 
4/500 de NaOH normal), trés bonne culture. Dans un milieu 
plus alcalin (additionné de 1/100 de NaOH normal), pas de cul- 
ture. Mainx n’a pas précisé le pH des milieux. 

Mainx a étudié d’autre part, comme aliment azoté, le sulfate 
d’ammonium, le nitrate d’ammonium et le nitrate de potassium. 
Le nilrate de potassium et le sulfate d’ammonium ont permis 
une multiplication moyenne; le nitrate d’'ammonium une mul- 
uplication faible. Mainx nindique toutefois pas le nombre des 
repiquages qu'il a effectués dans ces milieux. 

Il constate qu’Euglena deses a besoin de Fer. 

D’autre part, Mainx a constaté gu’E. deses ne se multiplie pas 
& la lumiére dans des milieux privés de CO,: milieux a base 
de sulfate d’ammonium additionné d’acétate, propionate, buty- 
rate, lactate, malate, citrate et tartrate de K,Na ou Ca et de 
glucose, saccharose, mannite, glycérine. 

Enfin, Mainx a étudié le développement d’E. deses dans des 
milieux organiques. Le « Kaseabkochung-Trypsin-Gelatin » 
permet de bonnes cultures. La « Trypsin-Pepton » donne de 
moins bonnes cultures. L’asparagine, l’acide glutamique, la 
leucine et le glycocolle ne permettent pas de culture du 
tout. 


’ Coe oO 
Minieu p’enrrEtTIEN. — Nous avons utilisé pour lentretien des 
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cultures le milieu peptoné qui nous a servi pour Euglena gra- 
cilis (v. p. 840). 

Par la suite, nous avons constaté que l’eau peptonée : Eau 
distillée 1.000, peptone pancréatique de viande, 2 grammes; 
pul 7,0, convenait parfaitement pour l’entretien des souches. 

Dans un milieu peptoné, nous avons étudié lV influence de la 


réaclion du milieu. Pour nous : 
FLAGELLES 
par millimétre cube 


Trés bonne culture correspond a une densité de. . 87 a 340 
Bonne culture correspond 4 une densité de .... 31 a 87 
Culture pauvre correspond a une densité.de ... Salen st 


Culture trés pauvre correspond a une densité de . Moins de 3. 


YAR OR OR Bae coke eae rok epee Taree sa tee ene Pas de culture. 

fa UN Ra aree cee mR ae Rey ai se Paiste Pas de culture. 

PENE ED ce ee ered Kyte nd Or Ee Pas de culture. 

(DLs Lats igen ae alee rier ats La he eaten A Broan Pas de culture. 

(18 A EVs gO, pce lite. NOPE AY Ds nas Cultures trés pauvres. 
DEG 10 te ohne Oa eA lem aest aA Cultures trés pauvres. 
POSS verte Feo LaF Oe ce ars ARSE nf Bonnes cultures. 

DELO COPe ace oa ee os ot rd en ne cat Bonnes cultures. 

DILBT Osean gies sgh ee RON eke es Bonnes cultures. 

DERG van rec ode an Mae ee en ae ae Arce Cultures pauvres. 

DUNES Ors cee eee Pia ae ue ca a aie Pas de culture. 


Dans ces milieux peptonés, le pH ne subit pas de changement 
au cours du développement des cultures. 


NotRITION A LA LUMIERE. 


a) Nutrition MINERALE. — Nitrate de calcium. — Le milieu 
suivant a été utilisé : 


es Gl aie ctgce saree, =A sd Weamewle PANNE nies] pte area 


NaOH, q. s. pour pH 7,0. 


Les ensemencements ont été faits & partir d’une souche en 
milieu peptoné, chaque fois avec I, II, Ill et IV gouttes de 


culture. | 
Quatre séries d’expériences ont été réalisées qui ont toutes 
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donné les mémes résultats : I] y a simplement survie des fla- 
evellés introduits par l’ensemencement, survie qui peut dépasser 
deux mois (les tubes ont été suivis pendant quatre mois). Jamais 
un repiquage n’a été possible. 

Nitrate de sodium. — Dans le milieu indiqué ci-dessus, le 
nitrate de calcium a été remplacé par le nitrate de sodium. Les 
expériences ont été conduites de la méme facon et ont donné 
exactement les mémes résultats avec le nitrate de sodium 
qu’avec le nitrate de calcium 

Nitrate de potassium. — Ce corps a donné a Mainx de bons 
résultats. 


Premiére série d’essais: Nous avons utilisé tout d’abord le milieu de Mainx: 


INO bra oes au eee ok ad eee enema 4 
MES Oya enn A cua Noel ws pesca eee aeenas inns 0,4 
KH PROGR ess eels ar ey eetiee eee, re eae 0,2 
BGgG iS ies) cece Sek ee oe arene sees 0 ,0025 
Beau ith l6 ONE a es ns en ee eee 4.000 


Premier repiquage. Souche en milieu peptoné. Ensemencement avec I, III 
et IV gouttes de culture : pas de culture (survie). 

Ensemencement avec V gouttes : trés faible multiplication. 

Deuxiéme repiquage (II et [I] gouttes) : pas de culture. 

Deuxiéme série d’essai : Milieu de Ginther (1928) : 


KINO g- 5. ous? a0 aoe Gi ap ee age bikinis i outa ree hee eee tae 0,5 

MeSO\0.0. <2: Sie: eee i aCe te are ca 0,25 
KALP OS . sists eos ee ee ee ee eee 0,25 
KG Ros doo RS Fog te enn er ee , 0,20 
CaS OFT hs Se Seo ee ole ne cea a Ste 0,50 
Ln Cle he ER yee yt ke ek el ee Traces. 


Premier repiquage. Ensemencement avec III gouttes de culture en milieu 
peptoné : culture trés pauyre. 

Deuxiéme repiquage (avec III et V gouttes) : survie, pas de culture. 

Troisiéme repiquage : 0. 

Troisiéme série d’essais : Milieu de Sachs : 


MgsoO, 
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Premier repiquage. Ensemencement avec III gouttes d’une culture en 
milieu peptoné : survie. 

Deuxiéme repiquage : 0. 

Ouatriéme série d’essais : Méme milieu (de Sachs) sans NaCI. Résultats 
identiques a ceux de la troisiéme série. 


Nitrate dammonium. Dans le milieu indiqué p. 865 le nitrate de calcium a 
été remplacé par le nitrate d’'ammonium. 

Quatre séries d’expériences ont été réalisées, qui ont toutes donné des 
résultats négatifs. 


Phosphate d'ammonium. PO,H(NU,).. Méme milieu que précédemment. Trois 
séries d’expériences ont donné des résultats négatifs. 


Sulfate dammonium. Premiére série : Méme milieu que précédemment. 
Trois séries d’essais donnent des résultats négatifs. 
Deuxiéme série : Dans le milieu suivant : 


GRUB RESO Gs Loe Genel totes, ore beaea meme eo. hoc cee 1 
MESS Ore oto tg Ce ccm ratgnt cop nap) ete comet ose ee 0,1 
GER Oe ieosceescrtee 0 is) Ap pectse von sea Utne takes as 0,1 
GLEN cae Nig colweey aia NaNe be Pal sue inn AER IRSA ae ne 0,4 
LEE (hee SE pia eee is Wer one aM Cerne SER PawEn heey Net 0,0 
0 


Résultats négatifs. 


Remarques : Pour tous ces milieux, des tubes témoins ont été 
ensemencés avec Chlamydomonas agloéformis ou Euglena gra- 
cilis, parfois les deux. Chlamydomonas agloéformis s'est déve- 
loppé dans tous les milieux, Euglena gracilis dans le milieu au 
nitrate de potassium et aux sels d’ammonium. 

D’autre part, en faisant l'ensemencement des milieux miné- 
raux, on ensemeneait toujours un milieu peptoné qui a cons- 
tamment donné d’excellents résultats (vérification de l’ense- 
mencement). 

Donc, dans aucun milieu normal ot Ualiment azoté était 
fourni, soit sous forme d’un nitrate, soit sous forme d’un sel 
dammonium, nous n’avons pu obtenir de multiplication 
d’Euglena deses; parfois nous avons obtenu une légére survie 
des flagellés ensemencés (premier repiquage & partird’un milieu 
peptoné). 

Ces résultats sont en contradiction avec ceux de Mainx qui a 
obtenu un « développement moyen » dans des milieux minéraux 
ou Valiment azoté était représenté soit par du nitrate de potas- 
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sium, soit par du sulfate d’ammonium. Mais Mainx n’indique 
malheureusement pas le nombre de repiquages qu’il a effectués, 
et s’il s'est contenté d’observer le premier, surtout si l’ense- 
mencement a été fait largement, ses conclusions ont pu étre 
faussées. 

Il est évidemment trés délicat de tirer une conclusion d'expé- 
riences négatives. 

Cependant, pour chacun des corps que nous avons étudiés, 
nous avons réalisé plusieurs séries d’ex périences 4 des moments 
variés. D’autre part, dans tous les milieux essayés, nous avons 
ensemencé des flagellés témoins qui s’y sont développés. 

Nous nous croyons done en droit de conclure qu’Euglena 
deses ne peut se développer & la lumiére dans des milieux 
minéraux ot l’aliment azoté est fourni sous forme d’un nitrate 
ou d’un sel d’ammonium. 


6) Nurrition orGANIQuE. — Nous avons essayé comme aliment 
azoté un certain nombre d’acides aminés et de peptones. 

Toutes les expériences ont été réalisées dans le milieu 4 la 
peptone p. 865 ot le nitrate de calcium était remplacé par les 
corps 4 étudier a la concentration de 2 p. 1.000, ou a saturation 
s'ils ne sont pas solubles a cette concentration. 

Tous les milieux étaient ajustés a pH 7,0. 


Glycocolle. Quatre séries d’expériences avec I et Il gouttes (souche en 
milieu peptoné et a l’alanine) : pas de culture (observé pendant quatre mois). 
, 


Alanine. Avec II gouttes d’une souche en milieu peptoné : 


Premiercrepiquape sions) bets) e) pene Cultures pauvres. 
Deuxienrve reprquage.. © - ache cee ere eras Cultures pauvres. 
TroisieMmenepiquage onsale Bonnes cultures. 
OuaiwiememepmUace.we care ees nee Bonnes cultures. 


Remarque : ll n’y a pas de changement du pH la septiéme et la treizidéme 
semaines. 


Valine. Avec Il gouttes d'une souche en milieu peptoné : 


Premier repiquage galmiee odiciaaie aeee Cultures pauvres. 
Deuxiémemepiquage rms aan Pas de culture. 


Remarque : Une autre série d’expériences donne exactement les mémes 
résultats. 


Une autre série avec I goutte d'une souche en milieu a l’alanine. Premier 
repiquage : pas de culture. 


rae 
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Leucine. Avec II gouttes d'une souche en milieu peptoné : 


Premier srepiguacc ari ome Mien an Cultures pauvres. 
DSUIeME TEPIGUAGE 2 ast ces Lob Bonnes cultures. 
MPORSLEME Le PIU aE se ge oa coe never ae Bonnes cultures. 
Ounineme repiquage:dy, = 4° aos! dense deeds Bonnes cultures. 


Remarque : Une autre série d’expériences en hiver a donné des résultats 
moins bons. Une série avec I goutte d’une souche en milieu a l’alanine a 
donné de bonnes cultures. 

pH 7,0 a la septiéme semaine. 


Sérine. 1° Avec II gouttes d’une souche en milieu peptoné : 


Premiererepiquacenge x scy s) 5.6. let ey eae Cultures pauvres. 
WMeuxtemesteplquage.. . 2 =. 47a n ss eues Cultures pauvres. 
iroisreme.repiquage...95 «Sf Bonnes cultures. 

Ouabieme repiquage.s sa eke pae ees 8 Cultures pauvres. 


2° Avec I goutte d'une souche en milieu 4 l’alanine : 


Premier Tepiguaceien cau ee ke les Bonnes cultures. 


Remarque : Pas de changement du pH la septiéme semaine. 


Phénylalanine. Quatre séries d’expériences avec I et II gouttes (souche en 
milieu peptoné, 4 l’alanine et a la sérine) : pas de culture du tout. 


Tyrosine. Avec II gouttes d’une souche en milieu peptoné : 


Premiersrepiquace. «1k ea are eee Bonnes cultures. 
Deuxienie TEPIQUAe . wc st pow . Cultures pauvres. 
NONE I NOTE OKICIYOeIy oh Go EPS SM ae « Pas de culture. 


Remarque : Le troisiéme repiquage a été effectué deux fois avec I et 
II gouttes : tous les résultats sont négatifs. 


Tryptophane, Histidine et Arginine. Ensemencement avec I goulte d’une 
souche en milieu a l’acide glutamique : pas de culture. 


Remarque : Ces trois substances n’ont été étudiées qu’une fois. Les résultats 
ne sont donc pas certains. 


Lysine. Ensemencement avec J goutte d'une souche en milieu a l’acide 
glutamique : 


Premien GepiGuaceren a uiop amen i an ec Cultures pauvres. 
Deuxiteme ke piquar crsmen een Oem ea Bonnes cultures. 
Mroisi¢me: repiquages. oc - aa) ee Cultures pauvres. 
Quatritme repiquage.....-+...-..-. Bonnes cultures. 


Remarque : pH 7,3 la septiéme semaine. 
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Proline. Avec I goutte d’une souche en milieu 4 l'acide glutamique : 


Premier repiquage, .-.-.4 --=.=4- Cultures pauvres. 
Deuxiéme repiquage.....-.-.-:- Trés bonnes cultures. 
Troisitme repiquage....-:..-..-.- Trés bonnes cultures. 


Remarque : pH 7,0 la septieme semaine. Le développement optima est aux 
environs des troisieme et quatritme semaines; cinquiéme semaine : décrois- 
sance. 


Acide asparlique. Ensemencement avec II gouttes d'une souche en milieu 
peptoné : 


Premier repiguace soe. es ee ete Cultures pauvres. 
Deuxieme Tepiquagpe. -.-)o ==) ae Cultures pauvres. 
Troisiéme Fepiquage > =..02 . 6 Bonnes cultures. 
Ouwatrrenresrepiquage i.e 6-1 alee teen Trés bonnes cultures. 


Remarque : Septitme semaine, pas de changement du pH. 


Acide glutamique. Ensemencement avec II gouttes d’une souche en mifieu 
peptoné : 


Premier Tepeqmwace. aah ete Trés bonnes cultures. 
Deuxiéme repiquage..4 5) = «5. snr s = Bonnes cultures. 
Troisigme repiquace-a-8 as) ene Bonnes cultures. 
Quatriémerepiquase ss) ses sue eee Trés bonnes cultures. 


Remarque : Septieme semaine, pas de changement du pH. 


Asparagine. Ensemencement avec J goutte d'une souche en milieu a l’acide 
aspartique : 


Premierirepiquare sta.) cnet en cena Bonnes cultures. 

Deuxiémeimepiquare. neta eee es Trés bonnes cultures. 
TrorsieMearepiquares eee ee Trés bonnes‘cultures. 
Onatriemenepiquacer ayes. a eseeeeee Trés bonnes cultures. 


Remarque : Cing autres séries d’expériences (ensemencement avec I et 
II gouttes de souches en milieu peptoné) ont permis de bonnes cultures. 
Septiéme semaine, pas de changement du pH. 


Remarques : Lialanine, la leacine, la lysine, la proline, 
acide glutamique, l’acide aspartique et l’asparagine constituent 
de bons aliments azotés pour Euglena deses. 

Le glycocolle, la valine, la phénylalanine, la tyrosine, le 
tryptophane, l’arginine et I’ histidine sont inutilisables. Remar- 
oor toutefois que les quatre derniers corps n'ont été essayés 
qu'une fois. 

Nos résultats ne sont d’accord que sur un seul point avec 
ceux de Mainx : impossibilité pour E. deses dutiliser le glyco- 
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colle. Mainx considére la leucine, l’acide glutamique et l’aspa- 
ragine comme inulilisables. Pour nous, ces composés_per- 
metient l’entretien d’une souche d’E. deses et sont donc 
parfaitement assimilables. 


Prptones. — Les peptones pancréatiques de viande, digestion 
peu poussée et trés poussée (5 C. et M. B. T. A.), permettent 
d’excellentes cultures d’Euglena deses, indéfiniment repi- 
quables. 

La soie hydrolysée (un seul repiquage) a donné & plusieurs 
reprises des cultures de densité moyenne, moins bonnes 
qu’avec les autres peptones. 

La peptone pepsique de viande ne nous a donné que des 
cultures pauvres (un seul repiquage). 


EssaAIs DE CULTURES A L’OBSCURITE. 


Nous avons tenté la culture 4 lobscurité d’E. deses, en 
milieu peptoné additionné de divers corps carbonés organiques 
(milieu de pH 7,0). 

Les corps suivants ont été essayés : acides acétique, propio- 
nique, butyrique, isobutyrique, valérianique, isovalérianique, 
caproique, heptylique, octylique, nonylique, pyruvique, glycé- 
rophosphorique, succinique, malique, tartrique, citrique; man- 
nite, glucose, saccharose el glycérine. 

A lVobscurité, pas de culture (plusieurs séries d’expériences 
négatives). 

A la lumiére, tous les milieux peptonés ont permis de 
bonnes cultures, sauf ceux addiitionnés des acides citrique, 
caproique, heptylique, octylique et nonylique. 

Euglena deses peut cependant vivre trés longtemps a |’obscu- 
rité. Des cultures ayant séjourné plus de deux mois en 
Vabsence de lumiére, et qui ne se sont pas multipliées, 
peuvent étre repiquées et se multiplier a la lumiére. 

E. deses ne se mulliplie done pas 4 l’obscurité. Cette con- 
clusion est en accord avec celle de Bracher (1919) qui a noté, 
dans les conditions naturelles, l'importance de la lumiére pour 


cette espéce. 
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ConcLusion. 


Euglena deses est donc incapable de se multiplier dans un 
milieu purement minéral (aliment azoté: nitrates, sels d’ammo- 
nium). I] faut lui fournir un aliment organique, soit une 
peptone, soit un acide aminé. Euglena deses, au point de vue 
de sa nutrition azotée, rentre donc dans la catégorie des méso- 
trophes, ainsi que les a définis A. Lwoff (1932) : « organismes 
capables de faire la synthése de leurs protides & partir de NH* 
et ayant besoin d'un composé organique ». 

‘Mais nous tenons & faire remarquer dés maintenant que 
nous rencontrons pour la premiére fois, parmi les Eug/énes, et, 
d'une maniére beaucoup plus générale, parmi les organismes 
vivants, un organisme & chloronhylle, doué de photosynthése 
et ayant besoin de substances organiques. 


Euglena pisciformis. 


Historique. Soucue. MILiev D’ENTRETIEN. 


Euglena pisciformis a été décrite par Klebs en 1883. La 
premieére culture bactériologiquement pure de cette espéce a 
été réalisée par F. Mainx (1924). 

Mainx a étudié dans un milieu & base d’extrait de Liebig 
Vinfluence de la réaction du milieu (1928). Les cultures sont 
bonnes dans les milieux neutres ou additionnés de 1/500 de 
solution NaOH normale (pH non indiqué). Pas de cultures 
dans les milieux acides contenant 1/100 ou 1/400 de solution 
normale d’acide citrique, ou trés alcaline (renfermant 1/100 de 
solulion normale de NaOH), pH non indiqué. 

Mainx a constaté d’autre part que le nitrate de calcium 
permet de bonnes cultures (multiplication lente), le sulfate 
d’ammonium et l’extrait de viande, de trés bons développe- 
ments. 

Mainx a obtenu également une culture pauvre dans un 
milieu neutre au nitrate de potassium, une culture pauvre 
dans un milieu & la leucine, pas de culture dans des milieux 
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au glycocolle, a l’acide glutamique et & l’asparagine. Le milieu 
a la trypsine-peptone et & « la trypsine-gélatine » ont permis 
aussi le développement. 


La souche que nous ayons étudiée est la souche isolée par 
F. Mainx. 


Miviev p'entRETIEN. — Comme milieu d’entretien, nous avons 
utilisé le milieu suivant : 


Site de MAGNESIUM. 6 rom aie oc 5) apa ets as 0, 

Phosphate monopotassique; . 02 5.5...) es 2 0, 

Chioruresdepotassium sje -sees BSG ee 0, 

Herch] oruresdeteria wet wy cat ctio lle -ve doe hOs 0, 

Peptone pepsique.de viande) . 3%. 5 5% cue gd ee a 2 

acs tlleer peti. ener rip sacs ci pee oi whale ger Yatd sus 4.000 
NaOH, q. s. pour pH 7,0. 


Nous avons étudié !’influence de la réaction du milieu sur le 
développement dE. pisciformis. 

Pour ces expériences, la peptone pepsique a été remplacée par 
la peptone pancréatique M. B. T. A. 


FLAGELLES 
par millimétre cube 


Tres bonne culture correspond a une densilé de. . 90 & 410 
Bonne culture correspond a une densité de ... . 40 a 90 
Culture pauyre correspond a une densité de... . 4a 40 


Culture trés pauvre correspond a une densité de . Moins de 4. 


DES Dita er ioe oh n,) ered, a) Teele. a fore PO Beryl ee rons Pas de culture. 
TB PAI Sy cee Barer eee amas Ace RRC TC Pas de culture. 
FELRIRD Be SRR Ne ae Caterer eae se ee Pas de culture. 
FOBT Pa DENS Si" CN a EEE Roe Sorts Waka ees tite Pas de culture. 
ete ae a ge SA, (mu TIa wien this comes Pas de culture. 
DE RUEON, ERS a) onan Men alte Smt cover eerie Cultures pauvres. 
(i) SUGDEN AS oy SSM asad ae piy te resales one rns Bonnes cultures. 
FE LTE US erences tole Sicuaralo iin Unni Ow hay anton 6p Bonnes cultures. 
fORl URS: a dont os Geso aden Ome one Oe hte cecum Oc Bonnes cultures. 
jis SRO Seeks Deron bean tec a sored open o Bonnes cultures. 
(ALO eae Raa ee MAM, Peg ona ro Ge, ain 6 Stas Bonnes cultures. 


Dans notre note préliminaire (1930°) nous avons indiqué 
que pH 8,0 constituait la limite permettant le développement. 
Par la suite nous avons pu obtenir trois repiquages successifs 


dans des milieux & pH 8,5. 
Il n’y a pas de changement de pH dans les milieux du fail 


du développement des flagellés. 
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NUTRITION A LA LUMIERE. 


a) Nurrition minérace. — Dans le milieu ci-dessus indiqué, 
nous avons remplacé la peptone par divers nitrates et sels 
d’ammonium (4/4.000). pH 7,0. 


Nitrate de calcium. Quatre séries d’essais ont donné des résultats entiére- 
ment négatifs. Les ensemencements ont été faits chaque fois avec I, {II et 
IV gouttes de culture en milieu peptoné. Jamais il n'y a eu de culture au 
premier repiquage. 


Nitrate de potassium. Deux séries d’essais dans le méme milieu et une série 
d’essais dans le milieu de Sachs (voir p. 866) : Résultats négatifs. 


Nitrate de sodium. Deux séries d’essais : Résultats négatifs. 

Nitrale d’'ammonium. Quatre séries d’essais : Résultats négatifs. 

Phosphale d'ammonium. Trois séries d’essais : Résultats négatifs. 

Sulfate d’ammonium. Deux séries d’essais dans le méme milieu. Ensemen- 
cement avec I et III gouttes de culture : Résultats négatifs. 


Une série d’essais dans le méme milieu additionné de chlorure de calcium 
0,1 p. 4.000 : 


Prémierirepiquagse i sucess a eee Culture pauyre. 
Deuxiéme-repiquages = sere. ee Culture trés pauvre. 
Troisiéme repiquage. . -.40o)- eae Impossible. 


Une série d’essais dans le milieu de Mainx a donné des résultats négatifs 


Dans tous ces milieux, nous avons ensemencé des cultures- 
témoins de Chlamydomonas agloéformis et Hematococcus 
pluvialis qui ont donné de trés bonnes cultures. D’autre part, 
dans les milieux aux sels d’ammonium, nous avons ense- 
mencé Huglena gracilis dont les cultures se sont bien déve- 
loppées. 


6) Nurririon organique. — Acides aminés. — Dans le milieu 
d’entretien indiqué p. 873, nous avons remplacé la peptone par 
divers acides aminés (2 p. 1.000 ou a saturation si le corps 
n'est pas soluble & 2 p. 1.000), pH 7,0. 

Nous avons étudié : 

Le glycocolle, l’alanine, la valine, la leucine, la sérine, la 
phénylalanine, la tyrosine, le tryptophane, histidine, Vargi- 
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nine, la lysine, la proline, l’acide aspartique et l’acide gluta- 
mique, |’asparagine. 

Pour chacun de ces corps, nous avons réalisé plusieurs séries 
d’expériences. A chaque fois, nous ensemencions plusieurs 
tubes avec I ou IT gouttes de culture en milieu peptoné. 

Tous les acides aminés ont donné les mémes résultats : Il 
n'y a jamais eu multiplication; parfois une légére survie des 
formes palmelloides. 

Comme pour les milieux aux nitrates et aux sels d’ammo- 
nium, nous avons ensemencé des cultures-témoins d’autres 
Euglénes (E. gracilis, stellata, klebsii, deses, anabena). 


Prptones. — Nous avons étudié, toujours dans le méme 
milieu duquel nous avions supprimé la peptone pepsique de 
viande, la valeur alimentaire de divers produits d’hydrolyse 
de protides : 


Soie hydrolysé2, — Avec cette « peptone » nous avons réalisé six essais 
successifs (ensemencemeni avec | a V gouttes de culture en milieu peptoné); 
il n’y a jamais eu de culture; parfois une survie des flagellés ensemencés. 
Le deuxiéme repiquage a toujours été négatif. Des tubes témoins du méme 
milieu ensemencés avec les autres espéces d’Euglénes ont donné de bonnes 
cultures. 

Peptone de muscle ayant subi une digestion pancréatique poussee (M. B. T. A.). 
— Cette peptone permet de bonnes cultures d’E. pisciformis, indéfiniment 
repiquables (3 repiquages). 

Peptone de muscle ayant subi une digestion pancréalique peu poussée (5 C.). — 
Cette peptone donne des résultats légérement supérieurs a la peptone 
M. B. T. A. (4 repiquages). 

Peptone de muscle ayant subi une digestion pepsique peu poussée. — Cette 
peptone donne les meilleurs résultats pour la culture dE, pisciformis : les 
cultures sont tres riches. 


EssAlS DE CULTURE A L’OBSCURITE. 


Nous avons réalisé avec E. pisciformis les mémes expériences 
qu’avec H. deses : Kssais de culture & lobscurité en milieu 
peptoné, tel quel ou additionné d’acides organiques ou de glu- 
cides divers. Les expériences ayant été faites exactement dans 
les mémes conditions que pour EF. deses, nous croyons inutile 
de donner une liste des milieux. 

Tous nos essais ont été enlitrement négatifs. 

E. pisciformis ne peut donc vivre qu’a la lumieére. 
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CONCLUSIONS. 


On voit done par ce qui précéde qu'il nous a été impossible 
d’obtenir une culture d’Euglena pisciformis dans des milieux 
ou l'aliment azoté était représenté soit par un nitrate, soit par 
un sel d'ammonium, soit par un acide aminé quelconque, soit 
par la « soie hydrolysée ». 

Nous nous trouvons, comme dans le cas d’Englena deses, en 
présence d’expériences & résultat négatif. Comme pour cetle 
derniére espéce, nous avons pris, pour EL. pisciformis, de mul- 
tiples précautions : répétition des essais, ensemencement de 
plusieurs tubes avec des doses variables de culture, et surtout 
ensemencement dans des tubes de milieux témoins d’autres 
especes-témoins : Chlamydomonas agloéformis, Hematococcus 
pluvialis, et plusieurs espéces d’Euglénes. Ceci pour vérifier la 
non-toxicité des milieux et la valeur des conditions physiques : 
lumiére et température en particulier. 

Il est toulefois possible que ces résultats négatifs soient dus 
& la carence du milieu en une substance activante agissant a 
trés faible dose. On sait, en effet, que de tels éléments sont 
indispensables & certains protozoaires parasites, mais on ne 
connait Jusqu’ici aucun exemple d'action d’un tel ordre chez 
les protozoaires libres. 

Nous nous croyons donc en droit de conclure qu’ Euglena 
pisciformis est incapable de se nourrir: 41° de nitrates; 2° de 
sels d'ammonium; 3° d’acides aminés divers; 4° de’soie hydro- 
lysée. Seules peuvent servir d’aliment azoté pour E. pisciformis 
les peptones complexes résultant de l‘hydrolyse pepsique ou 
trypsique de protides complexes. 

Malgré la présence de chlorophylle et de chlorophylle active 
— puisque nous avons vu que la lumiére est indispensable a 
E. pisciformis — cette espece posséde le méme besoin azoté 
que les organismes métatrophes de A. Lwoff : le cilié Glau- 
coma piriformis (A. Lwoff, 1923-1932), les trypanosomides 
apparlenant aux genres Leptomonas et Strigomonas (M. Lwoff, 
1929-1932). 
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Comparaison des diverses Euglénes. 
Conclusions générales. 


R&ACTION DU MILIKU. 


Les diverses espéces d’Euglénes que nous avons étudiées 
sont trés inégalement sensibles au pi du milieu de culture. 

Les résultats de nos expériences sont résumés dans le 
tableau ci-dessous. Nous rappelons que les expériences rela- 


tives & la réaction du milieu ont été réalisées dans des milieux 
peptonés. 


Il apparait d’emblée : 
1° Que les limites inférieure et supérieure de concentration 


des ions H, compatibles avec le développement, sont variables 
pour chaque espice; 


2° Que l’étendue des différences de pH supportées par 
chaque espéce est variable; 


3° Que l’étendue de la zone de pH permettant un bon dévelop- 
pement est également variable. 


Tasteau I. — Développement des cultures des Euglénes 
étudiées a des pH différents. 


pci > 03,0) Bib rki 4,5) S085 6,0 655 7,0 7,5! 820 8s 
AOR ACLS ea een te 
Bestewari—n eek: 
(Bel HOAGTIO. Wes Pe oe 
Beanavx2nd. =: =. 


Ber@esese + 6s 


E. pisciformis. . . .« 


En traits pleins, zones permettant un bon développement des cullures. En 
pointillé, zones ot les cultures sont pauvres. 
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Limives INFERIEURE ET suPERIEURE. — L’espéce qui supporte 
le pli le plus bas, qui peut se multiplier dans des milieux de 
pil 3,0, est Euglena gracilis. 

Nous avons vu (p. 564) que les flagellés peuvent rester 
vivants et mobiles dans Jes milieux de pHi 9,6, mais il nous est 
impossible de dire si la multiplication a lieu 4 des pH si 
élevés. 

Le tableau ci-dessous met en évidence Ja caractéristique de 
chaque espéce. 


TasLeau Il. — Limites inférieures et supérieures des cultures. 


LIMITE INFERIEURE LIMITE SUPERIEURE 


BOVACHISEE.” 3s.) teen wae 3,0 8,5 
ES SVeLLG he, na a ae - & HD 8,0 
E. klebsi . Laue BOSS ih cae = ae 8,5 
JOP MON GHENT GMs VS ate eo de 550 8,5 
E. deses. . . PA Bere. Pec: b= 5,5 8,0 
IDM ION VAN GEO 5S a le ee Ns Se 6,0 8,5 


Pour les organismes qui se mulliplient & pH 8,5, la limite 
supérieure n’a pas été établie. 

Ce tableau met d’autre part bien en évidence |’étendue des 
variations supportées par les Euglénes. 

Ici encore, c'est Euglena gracilis qui peut se multiplier 
dans Ja zone la plus étendue: de 3,0, limite inférieure, a plus 
de 8,5. Puis vient Euglena klebsii (4,0 & plus de 8,5). 

L’espéce la plus exigeante est Euglena deses qui,ne peut se 
multiplier qu’entre pH 5,5 et 8,0. 

pH optumum. — Enfin, et c’est la un point trés important 
lorsqn’on veut étudier la nutrition des organismes, la zone 
permettant un bon développement est d’importance variable. 
_ Trés étendue pour Euglena gracilis, elle est au contraire 
trés réduite pour L. stellata. 

D'une maniére générale, nous pouvons dire que, sauf pour 
E. stellata, qui ne se multiplie bien qu'aux environs de pH5,5, 
toutes les autres espéces étudiées possédent une zone commune 
de pH favorable, comprise entre 6,5 et 7,0. 

Remarques. — Pour divers auteurs, le pH optimum pour les 
bactéries et les champignons varie suivant la nature de l’ali- 
ment fourni (Dernby 1924, Bach 1925), 
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Nous n’avons pas étudié spécialement cette question, mais 
au cours de nos ‘expériences nous n'avons rien constaté de 
semblable pour les Euglénes. 

Une seule exception est & signaler pour E. stellata qui, en 
milieu peptoné, se multiplie trés lentement & pH 7,0, et ne 
donne que des cultures trés pauvres, mais qui, en milieu a la 
lysine, se développe aussi abondamment a pH 7,0 qu’a pH 3,5. 

Au point de vue de leur sensibilité & la réaction du milieu, 
les. Euglénes comprennent donc, comme les bactéries, des 
espéces euryionique et sténoionique. 


BeSsoOINS EN CALCIUM. 


Au point de vue des besoins minéraux, nous n’avons pu, 
dans les conditions ot nous avons opéré, mettre en évidence 
une différence notable de comportement qu’en ce qui concerne 


le calcium. 
Euglena stellata, seule, a besoin d’une quantité notable de 


calcium. 


NutRiTION A LA LUMIERE. 


NUTRITION MINERALE. — Les résultats de nos expériences sont 
résumés dans le tableau ci-dessous. 

On voil, d’une maniére générale, que les nilrates sont moins 
favorables que les sels d’'ammonium. 


Tas.esu II]. — Nutrition minérale des Euglénes. 
e 
2 8 2 S <: = 
S ES = S i 2 
: e S RE 
oi ty 
Nitrate de calcium. . 0 ae = 0) 0 0 
| Nitrate de potassium. + + 0 0 0 
1 Nitrate de sodium = ae se 0 0 0 
| Nitrate d’ammonium . . ++ Be ale () 0) 0 
Phosphate d’ammonium See |) ote +: ete 0 0 
Sulfate d’ammonium . Seat 45 0 0 0 


0, inutilisable; +, utilisable; ++, trés favorable. 
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Pour ce qui concerne les nitrates, deux espéces seulement 
peuvent assimiler le nitrate de calcium : £. stellata et E. 
klebsit. 

Les sels d’ammonium (nitrate, phosphate, sulfate) cons- 
tituent de bons aliments azolés pour E. gracilis et sont assimi- 
lables par E. Alebsit. 

E. anabenan’a pu étre cultivée que dans un milieu au phos- 
phate d’ammonium. 

E. deses et E. pisciformis ne peuvent se multiplier dans des 
milieux ot l’aliment azoté est représenté soit par un nitrate, 


soit par un sel d’ammonium. 


Acipgs aminés. — Il convient tout d’abord de mettre 4 part 
E. pisciformis qui n’assimile aucun acide aminé. 

En ce qui concerne les autres espéces, nous pouvons dire 
que chacune d’elles posséde des propriétés particuliéres qui 
ont été résumées dans les chapitres spéciaux et qui sont mises 
en évidence dans le tableau ci-dessous : 

Tout d’abord, l’asparagine est favorable pour toutes les 
espéces, sauf pour E. pisciformis. 


TaBLEAu 1V.— Nutrition des Euglénes aux dépens des acides aminés. 


2 
= 3 S ” S 
= 3 a o = 
4 : = Sy & 
<3) <3) =| = ‘ 
a 3 

Glycocollesz are vee 
ALADINEVALOIC my ee fae eee ay. pins Bip +f ies 0 
Valine racémique. .... . ef $+ -- + + 0 0 
Leucine gauche. . So nt of $+} +4+ ) ++ — ++ 0 
Sérine racémique. . ... . : ae ++ + 0 a 
Phénylalanine racémique. . .. . ++ == 0 wa 0 0 
ibyrosine eauche mene eal ett 0 0 0 0 0 
Tryptophane gauche ....... 0 0 0 0 0 
Histidine (monochlorhydrale). . .| ++ } ++ | ++ 0 0 
Arginine droite (basique). . . . . 0 — () 0 0 
Lysine droite (monochlorhydrate).| 0 ++ } +4 0 t+ 0 
Proline racémique ...... . ++ | ++ — ++ 0 
Acide glutamique droit. .... . -- + + 0 ++ 0 
Acide aspartique gauche. ....| + + 0 + ++ Q 
ANSHORVIEIESINS EIA 5 5s 5 o 6 ol fetes || aeee |) aoe ++ ] 44+ 0 


0, inutilisable; +, utilisable; ++, trés favorable. 
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La proline, la leucine, l’alanine sont utilisables par toutes 
les espéces (sauf E. pisctformis). 

La phénylalanine est un bon aliment azoté pour E. gracilis 
et anabena; elle est inutilisable par E. Alebsit et E. deses. 

L’histidine est un bon aliment azoté pour E. gracilis, stellata 
et Alebsii. Il est inutilisable par E. anabena et deses. 

La lysine est trés favorable pour £. stellata et inutilisable 
pour E. gracilis et anabena. 

L’acide aspartique est favorable pour £. deses et inutilisable 
par E. klebsi. 

Chacun des autres acides aminés posséde une valeur plus ou 
moins grande pour les diverses espéces (voir tableau). 

Le tryptophane seul esi inutilisable. Il est d’ailleurs trés peu 
soluble dans les milieux de culture. 

Pour nous, la tyrosine est un mauvais aliment azoté pour 
toutes les espéces que nous avons étudiées. Pour Thornton et 
Smith (1945), au contraire, la tyrosine favorise considérable- 
ment la culture dE. viridis. Ces auteurs ont d’ailleurs expéri- 
menté avec des cultures impures. 


Peprones. — D’une maniére générale, nous pouvons dire que 
les « peptones » constituent les meilleures sources azotées pour 
la nutrition des Euglénes a la lumiére. 

On peut dire que les peptones, résultant de l’hydrolyse pep- 
sique ou trypsique ménagée de muscle, sont d’excellents 
aliments azotés. 

La soie hydrolysée donne les mémes résultats que les pep- 


TasLeau V. — Nutrition azotée de quelques Euglénes a la lumiére. 


SELS ACIDES 
d’ammonium aminés 


NITRATES PEPTONES 


Euglena gracilis. . aL ae eee 
Euglena stellata ak aE ee 

Euglena klebsii. . . . . ae ale babs + 
Euglena anabena. . . 0 ae dese 

Euglena deses..... - 0 0 atte 

Euglena pisciformis. . . 0 0 
Tn eee 


0, inutilisable; +, utilisable; ++, trés favorable. 
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tones de viande pour E. gracilis. Pour les autres espéces, elle 
donne des résultats un peu moins bons. Elle est inutilisable 
pour £, pisciformis. 

Enfin, nous noterons que, pour LZ. klebsi, les peptones ne 
sont pas supérieures a l’asparagine. 


D&FINITION PHYSIOLOGIQUE DES ESPECES. 


On voit par tout ce qui précéde que chacune des espéces que 
nous avons étudiées posséde des caractéres particuliers : 

La réaction du milieu de culture, la nécessité des sels de cal- 
cium, l’assimilation plus ou moins facile de nitrates et de sels 
d’ammonium, la possibilité d'utilisation de tel ou tel acide 
aminé, peuvent servir 4 différencier les diverses formes. 

Avant que ces caractéres physiologiques puissent étre donnés 
comme caractéres généraux d’une espéce, il faudra évidem- 
ment étudier de nombreuses souches de cette espece. 


La nutrition azotée et carbonée des Euglénes. 
(Discussion. ) 


Derinitioys. — Nous adoptons la classification physiologique 
de A. Lwoff et utiliserons les termes dans l’acception qu'il leur 
a donnée : 

Le « pouvoir de synthése » dun organisme est défini par la 
nature des composés azotés les plus simples indispensables a 
sa croissance et 4 sa multiplication. 

Les organismes autotrophes sont les organismes a nutrition 
azotée et carbonée minérale. 

Les phototrophes seront les organismes utilisant le carbone du 
GO, grace & l’énergie lumineuse absorbée par la chlorophylle. 

Les organismes mésotrophes peuvent faire la synthése de leurs 
constituants a partir de NH, et ont besoin d’un composé orga- 
nique. 

Les organismes métatrophes sont incapables d’effectuer la 
synthése de tous leurs acides aminés & partir de NH,. Une 
source azotée organique complexe (« peptone ») leur est néces- 
saire. 
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Certaines espéces d'Kuglénes sont photoautotrophes, c’est-a- 
dire peuvent vivre a la lumiére dans un milieu purement 
minéral (£. gractlis, E. stellata, E. klebsii). 

D’autres ont besoin de lumiére (phototrophie) et d’un aliment 
organique simple [acide aminé] (mésotrophie). Ce sont les photo- 
mésolrophes E. deses. 

Enfin E. pisciformis, en plus de la lumiére, a besoin des 
mémes peptones complexes nécessaires aux mélatrophes : 
photométatrophie. 

Donec, au point de vue de leur nutrition azotée, les Euglénes 
que nous avons étudiées appartiennent 4 trois types différents : 

Les unes sont autotrophes comme la grande majorité des 
espéces a chlorophylle, c’est-a-dire peuvent utiliser les nitrates; 
il faut cependant remarquer que cerlaines espéces, comme 
E. anabena, ne peuvent utiliser les nitrates, mais ont besoin 
de sels d’'ammonium. 

Les aulres sont mésotrophes comme la chlamydomonadine 
Polytoma uvella qui posséde un plaste, mais est dépourvue de 
chlorophylle (leucophytes A. Lwoff). 

Les autres, enfin, sont métatrophes comme les protozoaires 
s, s. Des peptones complexes, résultant de l’hydrolyse pepsique 
ou trypsique ménagée de protides, leur sont nécessaires, exacte- 
ment comme elles sont nécessaires au cilié Glaucoma piri- 
formis (A. Lwoff, 1923-32), aux trypanosomides Strigomonas 
oncopelti, Leptomonas ctenocephali (M. Lwoff, 1929-32). 

Nous arrivons ainsi 4 la conclusion que des organismes & 
chlorophylle peuvent avoir besoin, a la lumiére, de substances 
organiques, simples ou complexes. 

Cette conclusion est en opposition avec les fits générale- 
mentadmis relativement au pouvoir desynthése des organismes 
a chlorophylle qui sont teaus pour autotrophes. Elle est en 
opposition aussi avec les conclusions particuliéres de F. Mainx 
relatives aux Huglénes. Mainx admet que toutes les Kuglénes a 
chlorophylle sont autotrophes. Il constate bien que, dans la 
nature, E. deses ne se trouve que dans des eaux riches en 
matitres organiques et admet qu’elle ne peut vivre dans les 
eaux pures a cause de la concurrence des algues. 

Cependant, Mainx entretient toutes ses cultures d’Euglénes 
dans des milieux 4 base d’extrait de Liebig, et il ne trouve 


884 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


pour EL. deses (que nous considérons comme mésotrophe) 
qu’une trés faible multiplication dans les milieux minéraux, 
probablement au premier repiquage seulement. 

Pour Mainx, cet insuccés est di a l’existence de substances 
toxiques, tels que les métaux lourds, dans les milieux synthé- 
liques, substances toxiques auxquelles certaines espéces seraient 
particuliérement sensibles. 

Pour nous, les choses sont autres. Nous n’avons pas réussi 
a cultiver E. deses et E. pisciformis dans des milieux minéraux. 
Nous avons fait de multiples essais et avons toujours ensemencé 
des organismes témoins dans nos milieux. 

Si ces Euglénes ne se multiplient pas dans les milieux miné- 
raux, c’est qu’elles ont besoin de substances organiques simples 
ou complexes, et ce, malgré la présence de chlorophylle, et 
malgré méme la nécessité de la lumieére. 

Si l’on réfléchit que la fonction chlorophyllienne consiste en 
la fixation du CO, atmosphérique grace 4 l’énergie lumineuse 
absorbée par la chlorophylle, on concevra sans peine qu'il n'y 
a aucune raison d’admettre a priori que cetle nutrition carbonée 
doive obligatoirement entrainer Ja possibilité d’utiliser un ali- 
ment azolé minéral, c’est-a-dire que |’autotrophie soit obliga- 
toirement liée 4 la phototrophie. 

Il y a donc, pour nous, dissociation de la nutrition carbonée 
et azotée. La mésotrophie et la métatrophie peuvent étre associées 
a la phototrophie. Le fait que des organismes a chlorophylle 
ont besoin de substances organiques (acides amirtés ou pep- 
tones) pourrait suffire & Jui seul & juslifier cette conclusion. 
D'autres faits concernant l’oxytrophie des Leucophytes viennent 
apporter & cette maniére de voir un appui important. 

L’oxytrophie, telle que l’a définie A. Lwoff, est un mode trés 
particulier de nutrition, caractérisé par la nécessité d’un ali- 
ment carboné organique indépendant, quel que soit l’aliment 
azoté, et méme si celui-ci est une « peptone » suffisante pour 
assurer la multiplication indéfinie d’organismes métatrophes 
tels que le cilié Glaucoma piriformis ou le trypanosomide Strigo- 
monas oncopelti. L’oxytrophie s’oppose & V’haplotrophice. 

La nutrition carbonée des oxytrophes ne peut étre assurée 
que par des acides gras inférieurs 4 chaine linéaire. L’oxytrophie 
ne se rencontre que chez les « leucophytes » & l’exclusion des 
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bactéries et des champignons. Elle est, ainsi que l’a établi 
A. Lwoff, liée 4 existence d’un plaste et a l’absence de chloro- 
phylle. 

Or, au point de vue de leur pouvoir de synthése, les deux 
organismes oxytrophes que nous connaissons présentent des 
différences considérables. L’'un est mésotrophe : Polytoma 
unvella; Vautre est métatrophe, race physiologique stable 
d’Euglena gracilis cultivée & Vobscurité. 

Des organismes présentant une nutrition carbonée, que nous 
pouvons considérer comme identiques, peuvent donc avoir des 
besoins azotés trés différents. 

Nous devons donc considérer que, chez les organismes a 
chlorophylle, comme chez tous les organismes en général, il y 
a une certaine indépendance de la nutrition carbonée et de la 
nulrition azotée. 

Kvidemment, chez les organismes & chlorophylle, la réduc- 
tion des nitrales est liée a l’assimilation chlorophyllienne. Ceci 
est vrai, non seulement pour les plantes supérieures, mais aussi 
pour les Chlorophytes. 

D’une maniére générale, nous pouvons dire que si, chez les 
Chlorophytes, la possibilité de réduire les nitrates est liée 4 la 
présence de la chlorophylle, la présence de Ja chlorophylle ne 
conditionne pas obligatoirement la possibilité d’utiliser les 
nitrates, ni méme les sels d’ammonium ou les acides aminés 
comme unique aliment azoté. Nous devons donc considérer la 
fonction chlorophyllienne et le pouvoir de synthése comme 
deux variables indépendantes, en tenant compte toutefois des 
remarques faites au sujet des nitrates. 

L’étude de la nutrition & l’obscurité des diverses espéces 
d’Euglénes confirme encore cette conception. 

Seule de toutes les espéces que nous avons étudiées, Euglena 
gracilis peut se multiplier a l’obscurité. La lumiére est indis- 
pensable & Euglena stellata, klebsii, anabena, deses et pisci- 
formis. 

Aucun acide, aucun glucide ne peut remplacer |’assimilation 
chlorophyllienne. Tout se passe comme si une réaction abou- 
tissant & la synthése d’un corps indispensable était lige a la 
photosynthése comme lui est liée, chez les Chlorophytes, l’assi- 
milation des nitrates. 
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Il y a donc chez les Euglénes des especes obligatoirement 
phototrophes, d’autres chez lesquelles la phototrophie n’est 
nécessaire que lorsque l’aliment azoté est minéral. Il est évident 
que ce sont ces derniéres seulement qui pourront donner les 
formes, especes ou variétés, décolorées que |’on rencontre dans 
la nature. 

On ne posséde malheureusement sur la nutrition de ces 
formes blanches aucun renseignement, pas plus sur leur 
nutrition azotée que sur leur nutrition carbonée, lear culture 
bactériologiquement pure n’ayant jamais été réussie. 

On peut d’ailleurs prévoir que ce seront des organismes oxy- 
métatrophes comme la race physiologique stable d’Huglena 
gracilis cultivée a l’obscurité. 

Si nous résumons les caractéres des Euglénes au point de 
vue de la fonction chlorophyllienne, nous voyons : 4° que cer- 
taines espéces ont perdu leur chlorophylle; 2° que d'autres 
possédent une chlorophylle particulitrement fragile qui peut 
étre expérimentalement supprimée ; 3° que d'autres, enfin, ne 
peuvent vivre sans l’assimilation chlorophyllienne. Chez ces 
mémes formes, la disparition de la chlorophylle entrainerait 
la disparition de l’espéce. 

Cette perte du pigment chlorophyllien peut influencer le 
pouvoir de synthése. Ainsi, Euglena gracilis, autotrophe & la 
lumiére, devient métatrophe a lobscurité. (Remarquons que 
Polytoma uvella, dépourvue de chlorophylle, est mésotrophe 
comme aussi Chlamydomonas agloéformis et Hematoceccus plu- 
vialis, privés de Vassimilation chlorophyllienne). Mais le pou- 
voir de synthése peut aussi subir des modifications indépen- 
dantes de toute modification, au moins apparente, de l'appareil 
chlorophyllien. 

C'est ainsi que l’on constate chez les Euglénes une tendance 
a la disparition de la possibilité d’utiliser les nitrates comme 
unique aliment azoté. Lorsque l’aliment azoté est un nitrate, 
la croissance des espéces autotrophes est plus lente que lorsque 
laliment azoté est un sel d'ammonium. 

Certaines espéces méme, qui peuvent utiliser des sels 
d'ammonium, sont incapables de se multiplier dans des milieux 
i base de nitrate, telle Huglena anabena. 

D’autres, comme E. deses, sont incapables d’utiliser les sels 
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d’ammonium et ont besoin d’un acide aminé. Enfin, EZ. pisci- 
formis est incapable de se nourrir aux dépens d’un seul acide 
aminé et a besoin de « peptones ». sais 

Il n’est pas besoin de rappeler ici les multiples raisons théo- 
riques et expérimentales qui ont conduit les protistologues a 
considérer les organismes 4 chlorophylle comme les ancétres 
des formes blanches. Se basant sur l’existence de cette évolu- 
tion morphologique, A. Lwolff a admis une évolution physio- 
logique qui est une dégradation, c’est-a-dire un passage d’une 
potentialité donnée de synthése 4 une potentialité moindre. 
Nous retrouvons chez les Euglénes, groupe monophylétique, 
toutes les étapes de cette évolution — passage de l’autotrophie 
ala mésotrophie eta la métatrophie. 

La diminution du pouvoir de synthése, la tendance a la 
disparition de la chlorophylle, sont pour nous autant de symp- 
tomes de cette dégradation physiologique. 

Ce qui fait, pour le moment, la singularité des Kuglénes, ce 
n'est pas la perte de la chlorophylle — que l’on rencontre dans 
d'autres groupes : Chrysomonadines, Chlamydomonadines, 
Péridiniens, etc. — c'est l’évolution du pouvoir de synthése 
chez des organismes conservant leur chlorophylle. Ce phéno- 
mene n’est probablement pas particulier aux Euglénes et on 
peut prévoir qu’on le retrouvera dams les groupes en évolution 
comme ceux que nous venons de nommer et dont l'étude phy- 
siologique nous parait devoir donner des résultats fort inté- 


ressants. 
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P.-S. — Pendant l'impression de ce mémoire, il a paru dans Archiv. fiir 


Protislenkunde (t. 79, p. 239)(un mémoire de R. P. Haun intitulé : « On the 
relation of hydrogen-ion concentration to the growth of Euglena anabena 
var. minor and E. deses ». Avec les mémes souches que nous avons étudiées, 
Hall a repris d’une facon différente les expériences relatives a linfluence 
du pH du milieu sur la croissance des deux euglénes. Cet auteur est en 
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accord général avec nos résultats exposés dans une note précédente (1930 Cc). 
Depuis lors, nous avons vu que les zones permettant les cultures sont un 
peu plus étendues (v. le présent mémoire). Il n'y aen définitive qu'une petite 
différence avec les résultats récents de Hall: il a observé une certaine mul- 
tiplication d’E. anabena, dans des milieux de pH compris entre 5,5 et 4,5, 
alors que nous n’avons jamais rien obtenu dans cette zone. 

Les expériences de Hall a lobscurité donnent, pour E. anabena, une mul- 
tiplicalion beaucoup moindre qu’a la lumiére, et pour £. deses, presque rien; 
confirmation de nos résultats sur la nécessité absolue de Ja lumiére pour 
ces deux espéces. Nous avons noté que les euglénes qui ont besoin de 
lumiére peuvent pousser quelque temps A l’obscurité; 2 ou 3 repiquages 
sont possibles, avec diminution progressive des cultures. 

Ainsi, grace aux travaux de Hall, quelques-uns de nos résultats se trouvent 
confirmés et précisés. 


ERRATA 


H. Dust: Mémoire 1, Ces Annales, 50, p. 572. Deux titres ont été omis: 
Recherches personnelles. Nutrition minérale. 

S. et Winoerapsxy, Ces Annales, 50, p. 406 et suiy. au lieu de antarctique, 
antarctica lire : arctique, artica. 
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